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RESUME
Les microtubules sont des polymères dynamiques, essentiels à la division cellulaire. 
Ils sont souvent organisés à partir du centrosome où se localise la tubuline γ. Cette protéine 
joue un rôle important dans la nucléation des microtubules. Elle est présente sous forme de 
deux complexes: un petit complexe (γ-TuSC) essentiel à la viabilité et à l’assemblage d’un 
fuseau bipolaire fonctionnel et un complexe d’organisation supérieure (γ-TuRC) nécessaire au 
déroulement optimal de la mitose. L’objectif de ma thèse a été de caractériser le rôle des 
protéines spécifiques du γ-TuRC. La stratégie a consisté à inhiber ces protéines « non 
essentielles » par RNAi dans les cellules de drosophile en culture et à analyser les 
conséquences sur l’organisation et la dynamique du cytosquelette. 
En interphase, et pour la première fois chez les métazoaires, j’ai mis en évidence un 
rôle du γ-TuRC dans la dynamique des microtubules. Localisé le long des microtubules, ce 
complexe agit comme un facteur stabilisateur. 
En mitose, le γ-TuRC est présent sur tous les types de microtubules y compris sur les 
microtubules astraux. La déplétion du γ-TuRC induit des défauts de positionnement du 
fuseau. Ces anomalies sont corrélées à une modification des propriétés dynamiques des 
microtubules astraux qui participent à la liaison fuseau/cortex. 
L’ensemble de mes résultats démontre que le γ-TuRC participe à la régulation de la 
dynamique des microtubules en interphase et en mitose. Ce rôle permettrait au complexe 
d’être impliqué dans des fonctions non-centrosomales, comme l’organisation de sous-réseaux 
de microtubules ou le positionnement du fuseau. 
ABSTRACT
Microtubules are highly dynamic polymers, essential in cell division. They are often 
organized from the centrosome where the protein γ-tubulin plays an important role in 
microtubule nucleation. γ-tubulin acts within two main complexes: a small γ-tubulin complex 
(γ-TuSC) is essential for viability and assembly of a functional spindle, and a larger complex 
(γ-TuRC) is required for efficient mitotic progression. The role of γ-TuRC-specific proteins is 
not well defined. Using RNAi-mediated depletion in Drosophila S2 cells, I studied the 
function of these non-essential γ-TuRC proteins in microtubule organisation and dynamics.  
In interphase, I show for the first time that γ-TuRCs, localized along microtubules, 
regulate microtubule dynamics, acting as pause factors.  
In mitosis, γ-TuRCs are associated with all microtubule subsets, including astral 
microtubules. The loss of γ-TuRCs alters astral microtubule dynamics, correlated with spindle 
positioning defects. 
Together, these results demonstrate that γ-TuRCs regulate microtubule dynamics in 
interphase and in mitosis. We propose that γ-TuRCs are essential to mediate non-centrosomal 
























































































































Le réseau cytosquelettique de la cellule est constitué, entre autre, de microtubules. Ces 
microtubules participent à la forme et à la structure de la cellule. Ils sont aussi impliqués dans 
de nombreux processus cellulaires. Par exemple, au cours de la division cellulaire, les 
microtubules s’organisent en fuseau mitotique, une structure dynamique qui permet la 
ségrégation des chromosomes. Les microtubules sont aussi requis pour la polarité et la 
migration cellulaire. De plus, ils servent de « rails » pour le transport intracellulaire. 
1.1. Structureetdynamiquedesmicrotubules
Les microtubules sont constitués de tubulines α et . Ces deux sous-unités de 50kD 
présentent 50% d’identité au niveau de leurs séquences d’acides aminés et s’associent en 
hétérodimères. Ces hétérodimères se lient de façon « tête à queue » pour former des 
protofilaments linéaires (Figure 1). Généralement, le microtubule est formé de treize 
protofilaments qui s’associent latéralement et parallèlement,  pour former un cylindre creux 
de 25nm de diamètre (Evans et al., 1985). La formation d’un microtubule se déroule en deux 
étapes : une phase initiale limitante appelée nucléation (phase lente), suivie d’une phase 
d’élongation (phase rapide). L’ajout ou la suppression de dimères de tubuline peut se faire aux 
deux extrémités. L’orientation régulière des dimères confère une polarité aux microtubules. In
vitro, les microtubules se désassemblent 100 fois plus vite à partir de l’extrémité présentant la 
tubuline β (appelée extrémité plus) qu’à partir de l’extrémité présentant la tubuline α (appelée 









 Microtubule (a) (b) (c) (d)
Protofilament
Figure 1 : Structure d'un microtubule et de ses sous-unités. (a) La sous-unité de chaque 
protofilament est un hétérodimère de tubuline α et β. Le GTP est montré en rouge. (b)
Représentation schématique d'un hétérodimère et d'un protofilament. (c) Le microtubule 
(MT) est un tube creux rigide formé de 13 protofilaments alignés parallèlement. (d) Court 
segment de MT vu en microscopie électronique. (e) Photographie en microscopie électroni-
que d'une coupe transversale d'un MT montrant un anneau de 13 protofilaments distincts. 






























Figure 2: L'instabilité dynamique des microtubules. Dans un microtubule, l'addition de sous-unités de 
tubuline contenant du GTP à l'extrémité du protofilament forme une "coiffe" stable et provoque la crois-
sance du protofilament dans une conformation linéaire. Ainsi, le protofilament peut facilement se placer 
correctement pour former la paroi cylindrique du microtubule (1). Les feuillets de microtubules croissants 
maintiennent une coiffe de sous-unités tubuline- GTP qui stabilise la conformation droite des tubulines. La 
fermeture de la structure en feuillet à l'extremité du microtubule génère une structure métastable intermé-
diaire, qui peut rester en pause, croître de nouveau ou amorcer une phase de dépolymérisation (2). L'hydro-
lyse du GTP après incorporation modifie la conformation des sous-unités de tubulines du protofilament qui 
ont donc tendance à s'incurver et ne sont plus capables de se placer dans la paroi du microtubule. Le change-
ment de conformation du protofilament probablement dirigé par celui de la tubuline-GDP, déstabilise les 
contacts latéraux entre des protofilaments adjacents. Un microtubule en décroissance est caractérisé par la 
présence de protofilaments bouclés à l'extrémité comme des épluchures (3). Les tubulines désassemblées et 




associée la dépolymérisation de l’autre extrémité à des vitesses comparables induit un flux de 
sous-unités au sein du microtubule, appelé « treadmilling » (Margolis and Wilson, 1978). 
Les tubulines α/β sont associées avec des molécules de GTP. Seule la molécule de 
GTP liée à la tubuline  est échangeable et hydrolysable en GDP (Mitchison, 1993). Cette 
hydrolyse affecte la conformation du dimère et contrôle l’assemblage et la dynamique du 
microtubule. Les dimères liés au GTP possèdent une conformation droite qui facilite la 
polymérisation du microtubule en formant une coiffe de GTP à l’extrémité plus du 
microtubule. Le GTP lié à la tubuline β est hydrolysé de façon stochastique après 
incorporation du dimère dans le microtubule. Le corps du microtubule est donc 
majoritairement constitué de dimères de tubuline GDP. Malgré leur conformation courbée, les 
dimères de tubuline GDP sont maintenus dans une forme droite par la présence de la coiffe 
GTP. La perte de la coiffe GTP par hydrolyse induit une diminution des contacts latéraux 
entre protofilaments et conduit à une dépolymérisation rapide du microtubule (Mandelkow et 
al., 1991; Wang and Nogales, 2005). Ces données proviennent d’un modèle allostérique dans 
lequel le dimère de tubuline α/β adopte une conformation favorable à la polymérisation après 
sa liaison au GTP (Nogales and Wang, 2006). Un autre modèle appuyé sur des données 
structurales propose que le changement de conformation se fasse une fois le dimère recruté au 
niveau du microtubule croissant (Rice et al., 2008). Dans ce modèle, le GTP va renforcer les 
interactions longitudinales entre dimères et ainsi fournir une énergie de liaison suffisante pour 
recruter et redresser (via des interactions latérales) le dimère de tubuline α/β courbé. Un 
microtubule oscille en permanence entre des périodes de polymérisation (croissance) et de 
dépolymérisation (décroissance) (Figure 2). Ce phénomène est appelé instabilité dynamique 
(Mitchison and Kirschner, 1984a). La transition de la croissance vers la décroissance est 
appelée catastrophe alors que la reprise de croissance est qualifiée de sauvetage (Walker et 
al., 1988). Récemment, Dimitrov et al. ont généré un anticorps reconnaissant spécifiquement 
la tubuline GTP (Dimitrov et al., 2008). Dans les cellules, cet anticorps reconnaît non 
seulement des structures à l’extrémité plus des microtubules mais aussi des points localisés 
aléatoirement le long de la structure du microtubule, appelés îlots de tubuline GTP. La 
tubuline GTP présente le long du microtubule sous forme d’îlots induirait le sauvetage du 
microtubule (Dimitrov et al., 2008). L’instabilité dynamique confère au microtubule un 
caractère très dynamique. 
A B C
Figure 3: Différentes techniques pour mesurer l'instabilité dynamique des microtubules in vivo.
(A) et (B). Cellules S2 interphasiques étalées sur concanavaline A exprimant la tubuline α-GFP(A) ou EB1-
GFP (B). Le suivi de l'extrémité plus des microtubules au cours du temps permet de déterminer les paramétres 
dynamiques. (C) Cellule S2 en métaphase exprimant la tubuline α-GFP. A t=0 sec, les microtubules sont 
photoblanchis au laser. Les têtes de flèches orange marque la position initiale des barres photoblanchies et les 
têtes de flèches bleu, leur position à t=36 sec. Le kymographe illustre le flux de tubuline  α-GFP au sein du 
fuseau. t et d indiquent respectivement l'axe du temps et la distance. La tête de flèche verte indique le pôle du 








Ces mécanismes ont été observés in vitro mais aussi in vivo (Mitchison and Kirschner, 
1984b; Sammak and Borisy, 1988; Schulze and Kirschner, 1988). In vitro, les deux extrémités 
du microtubule subissent l’instabilité dynamique mais avec des vitesses de croissance 
quantitativement différentes. Dans la majorité des cellules, l’extrémité moins présente au 
niveau du centre organisateur des microtubules est généralement stable. A contrario,
l’extrémité plus, plus dynamique explore le cytoplasme. 
1.1.1. Paramètresdynamiques
La dynamique des microtubules varie en fonction des types cellulaires et des phases 
du cycle cellulaire (Shelden and Wadsworth, 1993). Différents paramètres permettent de 
quantifier cette dynamique à l’extrémité plus : les vitesses d’assemblage et de désassemblage, 
les transitions entre les différentes phases (la catastrophe et le sauvetage), et le temps passé 
dans les différents états (Cassimeris et al., 1988; Sammak and Borisy, 1988; Walker et al.,
1988). De plus, in vivo, le microtubule peut se retrouver en pause, état dans lequel l’extrémité 
reste stable (Tran et al., 1997). La dynamicité reflète l’échange global des sous-unités à 
l’extrémité plus. Plusieurs techniques sont utilisées pour déterminer la dynamique des 
microtubules dans des cellules vivantes. L’une de ces techniques utilise la micro-injection de 
tubuline fluorescente ou l’expression de tubuline fluorescente pour visualiser des 
microtubules individuels dans les régions périphériques de la cellule (Figure 3A). Le 
déplacement de l’extrémité plus des microtubules est suivi par microscopie vidéo en temps 
réel. Les paramètres dynamiques sont calculés à partir des coordonnées x et y des extrémités 
plus au cours du temps. Bien que la mesure de l’instabilité dynamique des microtubules 
individuels soit possible à la périphérie de la cellule, la mesure directe à l’intérieur de la 
cellule se révèle impossible à cause de l’épaisseur de la cellule et du nombre de microtubules 
trop élevé. Pour contourner le problème, une seconde technique fait appel à des protéines 
fluorescentes (par exemple EB1-GFP) ayant la particularité de se lier à l’extrémité plus des 
microtubules (Figure 3B). Mais celle-ci permet de suivre uniquement les extrémités en 
croissance. D’autre part, les techniques de retour de fluorescence après photoblanchiment de 
tubuline-GFP (FRAP) permettent de calculer le renouvellement des microtubules au niveau 
du fuseau mais ne s’appliquent qu’aux faisceaux de microtubules (Honore et al., 2005)
(Figure 3C). 
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Figure 4: Table schématique des modifications post-traductionnelles les plus 










La comparaison des paramètres dynamiques des microtubules in vitro/in vivo révèle 
des taux de polymérisation des microtubules au sein des cellules cinq à dix fois plus rapides 
que ceux mesurés en utilisant de la tubuline purifiée (Cassimeris, 1993). 
Dans la cellule, la dynamique des microtubules est régulée soit par des modifications 
post-traductionnelles, soit par la présence de facteurs de régulation tels que les protéines 
associées aux microtubules, les « MAPs » (Microtubule Associated Proteins). 
1.1.2.1.Modificationsposttraductionnelles
Les tubulines sont soumises à différentes modifications post-traductionnelles, comme 
l’acétylation, la détyrosination, la déglutamylation de la tubuline détyrosylée (nommée 
modification 2), la polyglycylation et la polyglutamylation (Westermann and Weber, 2003) 
(Figure 4). Excepté pour l’acétylation et les poly-modifications, ces modifications se font 
principalement au niveau C-terminal des tubulines insérées dans un microtubule. En général, 
ces modifications sont réversibles sauf pour la 2. Elles affectent les interactions entre les 
microtubules et les protéines associées, comme les moteurs ou les enzymes de coupure des 
microtubules (que je décrirai plus tard, voir § introduction 1.1.2.2). La perturbation de ces 
interactions affecte donc indirectement la dynamique des microtubules. Par exemple, la 
détyrosylation stabilise les microtubules en diminuant l’activité de dépolymérisation des 
kinésines 13 (comme MCAK, Mitotic Centromere Associated Protein) (Peris et al., 2009). 
Aujourd’hui aucun rôle direct des modifications post-traductionnelles dans la dynamique des 
microtubules n’a été mis en évidence. 
1.1.2.2. Lesprotéinesassociéesauxmicrotubules
La dynamique des microtubules est aussi régulée par leur association avec d’autres 
protéines appelées MAPs. Les premières MAPs ont été identifiées par copurification avec de 
la tubuline au cours de cycles d’assemblage et de désassemblage (Borisy et al., 1975).
L’organisation et la fonction du fuseau mitotique sont gouvernées en grande partie par 
plusieurs types de MAPs qui peuvent s’associer de façon réversible ou non aux microtubules 
et modifier leurs propriétés dynamiques. Il existe des MAPs qui vont favoriser la 
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Figure 5: Protéines associées aux microtubules. (A) MAPs stabilisa-
trices. MAP2 se lie le long du microtubule par une extrémité et projette 
son autre extrémité dans le cytoplasme. Tau  s'associe aux microtubules 
avec son N- et C-terminal, formant une petite boucle dans le cytoplasme. 
(B) MAPs déstabilisatrices. La stathmine séquestre les sous-unités de 
tubulines libres, chaque molécule de stathmine se lie à deux hétèrodimè-
res de tubuline α/β. Les protéines "severing" fragilisent les intéractions 
entre les dimères de tubuline au sein du microtubule, conduisant à la 
cassure du microtubule. Les kinésines 13 favorisent une conformation 
courbée des dimères de tubuline. 
Introduction
5
polymérisation et stabiliser les microtubules, et d’autres qui vont induire leur 
dépolymérisation. Cette large gamme de fonctions suggère que c’est l’action coordonnée des 
différentes MAPs qui régule la dynamique des microtubules (Figure 5). J’ai choisi de classer 
les MAPs en trois catégories d’après la classification d’Akhmanova (Akhmanova and 
Steinmetz, 2010): les MAPs stabilisatrices, les MAPs déstabilisatrices et les MAPs 
spécialement localisées à l’extrémité plus (plus-end tracking proteins : +TIPs). Certaines 
MAPs peuvent appartenir à plusieurs de ces trois classes. 
LesMAPsstabilisatrices
Les MAPs les plus connues stabilisant les microtubules sont tau, MAP2 et MAP4. 
Elles sont majoritairement exprimées dans les cellules neuronales. Ces protéines se lient aux 
microtubules, les stabilisent et les assemblent. Ces MAPs s’associent aux microtubules en se 
liant à deux dimères de tubulines adjacents (Figure 5A). Cette liaison empêche la dissociation 
des sous-unités, inhibant ainsi les catastrophes et favorisant les sauvetages (Desai and 
Mitchison, 1997). La phosphorylation de ces MAPs inhibe leur activité et conduit à une 
déstabilisation des microtubules (Nogales, 2001). 
LesMAPsdéstabilisatrices
Les microtubules peuvent être déstabilisés par trois mécanismes majoritaires (Figure 
5B).
Dans le premier de ces mécanismes, la stathmine déstabilise les microtubules en 
séquestrant les dimères de tubuline libres (Belmont et al., 1996). Ainsi fixée aux dimères, la 
stathmine diminue la concentration effective en sous-unités de tubuline disponibles pour la 
polymérisation. Cette protéine provoque également directement la catastrophe en induisant 
l’hydrolyse du GTP à l’extrémité plus des microtubules (Howell et al., 1999). 
Un deuxième mécanisme permet de réguler la longueur, le nombre et le comportement 
cinétique des microtubules par coupure ou « severing ». Principalement, trois protéines de la 
superfamille des protéases AAA (ATPases Associated with a number of cellular Activities), la 
katanine, la spastine et la fidgetine, ont été identifiées comme jouant un rôle dans ce processus 
(Zhang et al., 2007). Pour sectionner un microtubule, il faut casser treize liaisons 
longitudinales, une par protofilament. Les boucles structurales de la spastine et de la katanine 
seraient capables d’attirer la queue C-terminale des tubulines (Roll-Mecak and McNally, 




Les interactions tubuline-tubuline ainsi déstabilisées, mèneraient à une cassure du 
microtubule. Dans les cellules S2, les trois enzymes de « severing » se localisent au niveau 
des centrosomes et des chromosomes en mitose. Elles ont des fonctions différentes : la 
spastine et la fidgetine aident à la dépolymérisation de l’extrémité moins des microtubules 
tandis que la katanine joue un rôle dans la dépolymérisation de l’extrémité plus (Zhang et al.,
2007). Ces protéines joueraient un rôle important dans l’augmentation de la densité de 
microtubules utilisables au cours de la formation du fuseau en mitose mais aussi en méiose.  
Une troisième classe de protéines est impliquée dans la dynamique des microtubules : 
les kinésines 13. Ces moteurs, qui appartiennent à la superfamille des kinésines, ont la 
particularité d’utiliser l’hydrolyse de l’ATP pour dépolymériser les microtubules et non pour 
se déplacer le long de ceux-ci. Parmi les kinésines 13, on trouve MCAK chez les mammifères 
ou encore Klp10A et Klp59C/D chez la drosophile. Les kinésines 13 sont des enzymes liées à 
l’extrémité du microtubule (elles font aussi partie de la classe des +TIPs : voir § suivant). 
Elles induisent un changement de conformation de la tubuline insérée à l’extrémité du 
microtubule qui conduit à la catastrophe (Ems-McClung and Walczak, 2010). Les kinésines 
13 interviennent à différents stades de la mitose pour réguler la dynamique des microtubules. 
Elles jouent ainsi un rôle dans l’assemblage et la dynamique du fuseau et dans l’attachement 
des microtubules aux kinétochores. Par exemple, dans les cellules S2 de drosophile, Klp59C 
et Klp10A participent à la dépolymérisation, respectivement, de l’extrémité plus au niveau 
des kinétochores et de l’extrémité moins au niveau des pôles (Rogers et al., 2004a). Les 
diverses localisations et fonctions des kinésines sont régulées par leur phosphorylation ou par 
leur interactions avec des protéines régulatrices (Ems-McClung and Walczak, 2010). Une 
autre famille de kinésine, les kinésines 8, joue aussi un rôle dans la dépolymérisation des 
microtubules. Ce rôle est restreint à l’extrémité plus (Gupta et al., 2006; Varga et al., 2006). 
LesMAPslocaliséesàl’extrémitéplusdesmicrotubules
Les +TIPs sont des MAPs conservées chez tous les eucaryotes et s’accumulent 
généralement à l’extrémité croissante du microtubule. Les +TIPs s’associent sur une courte 
longueur de microtubule fraîchement polymérisé, tandis qu’elles sont rares voir absentes le 
long des microtubules. La localisation des +TIPs à l’extrémité plus des microtubules leur 
confère un rôle primordial dans la dynamique des microtubules. Ainsi, les fonctions 













e r p t t ode aa a e
pe tr e
ak e
tre e emp e p ap











m t m r e de
prot e





e o ed o
erta e appart e e t p e r a e prot e motr e
Figure 6: Classification des +TIPs (d'après Akhmanova and Steinmetz, 2010).
Introduction
7
microtubules/kinétochores en mitose, et la régulation des interactions microtubules/cortex 
cellulaire à la fois en interphase et en mitose (Morrison, 2007).
CLIP170 a été la première +TIP isolée (Pierre et al., 1992). Ses orthologues dans les 
différents organismes ont été rapidement identifiés, comme par exemple, CLIP190 chez la 
drosophile (Perez et al., 1999). Par la suite, plusieurs autres familles ont été caractérisées. Les 
+TIPs sont composées d’une grande variété de protéines : des protéines cytoplasmiques ou 
liées à la membrane et des protéines motrices ou non. Les +TIPs peuvent être classées par 
rapport à leurs éléments structuraux permettant d’interagir entre elles ou avec les 
microtubules (Figure 6). 
• LesprotéinesEB
Tout d’abord, les protéines de la famille EB se lient aux microtubules par un domaine 
d’homologie de la calponine (CH) présent en N-terminal (Hayashi and Ikura, 2003). En plus 
du domaine coiled-coil qui favorise la dimérisation des monomères, le C-terminal des 
protéines EB contient un motif unique appelé domaine d’homologie aux EB (EBH) et un 
motif EEY/F. Ces séquences permettent les liaisons des motifs SxIP et CAP-Gly contenus 
dans d’autres protéines +TIPs (Galjart, 2010). 
Les protéines EB ne suivent pas l’extrémité du microtubule de façon processive mais 
s’échangent rapidement à l’extrémité plus en reconnaissant des caractéristiques spécifiques. 
Les protéines EB s’accumulent de façon autonome à l’extrémité plus soit en se liant à des 
structures comme le feuillet de microtubule ou à des courbures de protofilaments, soit en 
reconnaissant la coiffe GTP (Zanic et al., 2009). Les protéines EB sont conservées dans la 
majorité des organismes mais le nombre de membres varie. Chez les mammifères, trois 
protéines sont exprimées (EB1, EB2 et EB3), alors que chez la drosophile on retrouve 
uniquement EB1. Plusieurs expériences mettent en évidence un rôle des protéines EB dans la 
dynamique des microtubules. Suivant les conditions expérimentales, ces protéines affectent 
les paramètres dynamiques de façon différente. Par exemple, in vitro, l’addition d’EB1 
stimule la vitesse de polymérisation et favorise les catastrophes (Komarova et al., 2009; Vitre
et al., 2008) tandis que MapI3p, son homologue chez Schizosaccharomyces pombe, favorise 
les sauvetages (Katsuki et al., 2009). In vivo, chez Saccharomyces cerevisiae et chez la 
drosophile, EB1 augmente les fréquences de catastrophes et de sauvetages alors que dans les 
extraits de xénope et chez S. pombe, il empêche les catastrophes (Busch and Brunner, 2004; 




suggèrent que les protéines EB agissent en favorisant les interactions latérales entre les 
protofilaments individuels et affectent la structure du microtubule (des Georges et al., 2008; 
Sandblad et al., 2006; Vitre et al., 2008). La détermination de la fonction exacte des protéines 
EB dans la dynamique n’est pas facile à définir compte tenu de leurs interactions avec de 
nombreuses protéines et en particulier les autres +TIPs. Chez la drosophile, EB1 joue une 
fonction essentielle en mitose. Elle est impliquée dans l’attachement des microtubules au 
niveau du cortex cellulaire et au niveau des kinétochores, en favorisant respectivement la 
croissance des microtubules astraux et des microtubules du fuseau (Rogers et al., 2002). 
• LesprotéinesCAPGLY
Une seconde classe de protéines est celle contenant les protéines à domaine CAP-
GLY. Ce domaine riche en glycine confère aux protéines une liaison aux microtubules. Ce 
domaine globulaire interagit par sa cavité hydrophobe avec le motif C-terminal EEY/F 
présent au niveau d’EB1 mais aussi au niveau des tubulines tyrosylées (Honnappa et al.,
2006). Cette classe contient les protéines CLIPs (Cytoplasmic LInker Proteins) et la sous-
unité du complexe dynactine : p150Glued. Les protéines de la famille de CLIP170 sont 
clairement impliquées dans la stabilisation des microtubules, agissant comme des facteurs 
anti-catastrophe chez la levure à fission ou comme des facteurs de sauvetage dans les cellules 
de mammifères ou in vitro (Arnal et al., 2004; Brunner and Nurse, 2000; Komarova et al.,
2002). De plus, CLIP170 et ses homologues favorisent la capture des microtubules au niveau 
de sites corticaux en interagissant directement avec le complexe dynéine/dynactine 
(Akhmanova and Hoogenraad, 2005). 
• LesprotéinesàmotifSxIP
La troisième classe est constituée de protéines possédant toutes le motif SxIP. Ce 
motif, retrouvé dans plusieurs +TIPs comme APC (Adenomatous Polyposis Coli), MCAK, 
MACF (Microtubule Actin Crosslinking Factor) ou CLASP (CLip Associated Proteins), est 
reconnu par le domaine EBH des protéines EB (Honnappa et al., 2009). 
Les protéines régulatrices des CLIPs, les CLASPs sont impliquées dans la stabilisation 
des microtubules chez les plantes, les levures et les animaux. Deux CLASPs ont été mises en 
évidence chez les mammifères (CLASP1 et CLASP2) et seulement une chez la drosophile 
Mast/Orbit (Akhmanova et al., 2001; Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000). Durant la 




l’attachement des kinétochores et dans la ségrégation des chromosomes (Maiato et al., 2003; 
Maiato et al., 2002). D’après des expériences de retour de fluorescence après 
photoblanchiment, Mast favoriserait l’addition de sous-unités de tubuline à l’extrémité plus 
des microtubules au niveau du kinétochore (Maiato et al., 2005). Les défauts de bipolarité 
induits par la déplétion de Mast sont restaurés par  la déplétion de la dynéine ou par celle de 
Klp10A suggérant un rôle antagoniste pour ces protéines dans la maintenance de la bipolarité 
du fuseau (Laycock et al., 2006; Reis et al., 2009). La diminution de l’expression des 
CLASPs par RNAi dans les cellules Hela a montré que ces protéines jouaient un rôle 
redondant dans la régulation de la stabilité des microtubules en interphase (Mimori-Kiyosue
et al., 2005). De plus, la déplétion de Mast/Orbit chez la drosophile induit une diminution du 
temps de pause en interphase (Sousa et al., 2007). Récemment, des expériences montrent que 
Cls1p, l’homologue de CLASP chez S. pombe, favorise les sauvetages et diminue les 
catastrophes en recrutant les dimères de tubuline à l’extrémité du microtubule (Al-Bassam et 
al., 2010). 
• LesprotéinesTOG
Il existe aussi la famille des +TIPs avec un motif TOG comprenant : la famille 
Dis1/XMAP215 et les CLASPs (protéines présentant aussi le motif SxIP : voir § précédent). 
XMAP215 a été identifiée pour la première fois dans les extraits de xénope comme étant un 
facteur augmentant 10 fois la vitesse de croissance d’un microtubule in vitro (Gard and 
Kirschner, 1987). Interférer avec la fonction de XMAP215 induit une diminution des vitesses 
de croissance des microtubules dans les extraits de xénope, chez S. cerevisiae ou chez la 
drosophile (Brittle and Ohkura, 2005; Severin et al., 2001; Tournebize et al., 2000).
Ces protéines agissent comme des polymérases. Elles augmentent la vitesse de 
croissance des microtubules en favorisant l’addition de dimères de tubuline à l’extrémité plus 
(Brouhard et al., 2008). 
• Lesprotéinesmotrices
La dernière famille comprend les protéines motrices, celles se dirigeant vers 
l’extrémité plus des microtubules comme par exemple les kinésines 7 (Tea2 et Kip2 chez S.
cerevisiae) ou certaines kinésines 13 telle que MCAK. La protéine MCAK a déjà été classée 
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Figure 7: Mécanismes d'association des +TIPs à l'extrémité plus des microtubules. (A) Les +TIPs comme EB1 
reconnaissent directement une structure spécifique de l'extrémité croissante des microtubules. Ces +TIPs peuvent 
être immobilisées à l'extrémité jusqu'à ce que la structure spécifique soit convertie en un motif régulier du microtu-
bule (mécanisme de "treadmilling": visualisé par une rangée de tubuline colorée en vert). Alternativement, les 
+TIPs peuvent s'échanger rapidement entre le cytoplasme et leurs sites de liaison. (B) Les +TIPs peuvent arriver à 
l'extrémité du microtubule par diffusion dans le cytoplasme ou le long des microtubules. Elles sont aussi transpor-
tées à l'extrémité plus par des kinésines. L'affinité de certaines +TIPs pour l'extrémité plus du microtubule peut 
aussi dépendre de leur liaison avec certains partenaires ("autostop"). Finalement d'autres +TIPs peuvent co-






D’autres +TIPs existent mais ne peuvent pas être classées dans ces cinq classes. Le 
complexe Dam1 présent uniquement chez les levures, la protéine Kar9 chez S. cerevisiae ou 
encore Lissencephaly1 (Lis1), protéine régulatrice de la dynéine, font partie de ces +TIPs 
inclassables.
Bien que les +TIPs aient la capacité de « suivre » l’extrémité plus croissante des 
microtubules in vivo, elles n’ont pas toutes le même domaine de liaison aux microtubules et la 
même affinité de liaison aux microtubules. Des +TIPs se lient de façon autonome à 
l’extrémité plus des microtubules, soit avec un taux d’échange rapide comme les protéines 
EB, soit de façon processive en diffusant le long du microtubule tel que XMAP215 (Figure 7).
Dans tous les cas, l’accumulation des +TIPs à l’extrémité des microtubules peut être due à 
leur préférence pour une structure spécifique ou pour une propriété chimique particulière, 
associées à la polymérisation des microtubules. Les +TIPs peuvent être aussi transportées par 
des moteurs dirigés vers l’extrémité plus. Par exemple, chez la levure, la kinésine Tea2 
permet l’accumulation de Tip1, homologue de CLIP à l’extrémité plus (Bieling et al., 2007). 
L’affinité de certaines +TIPs avec les microtubules peut provenir de liaison avec d’autres 
+TIPs. Ce phénomène est appelé « autostop » ( hitchhiking ). La famille des protéines EB 
joue un rôle central dans les interactions des +TIPs à l’extrémité plus du microtubule grâce à 
leur domaine de liaison aux microtubules, le domaine CH et aux interactions EBH-SxIP et 
EEY/F-CAP-GLY. Ces interactions peuvent être régulées par des modifications post-
traductionnelles. Par exemple, la phosophorylation de MCAK sur une sérine à proximité du 
motif SxIP diminue son affinité avec EB1 (Honnappa et al., 2009). 
L’étude de la fonction de chaque +TIP est très difficile car toutes ces protéines sont en 
relation les unes avec les autres. 
Les +TIPs en régulant la dynamique, participent à l’interaction 
microtubules/kinétochores au cours de la mitose, et aux interactions microtubules/cortex en 
interphase et en mitose. 
En interagissant avec différents partenaires, les +TIPs servent de plateforme 
moléculaire fournissant une large gamme de signaux. Dans la cellule, cette diversité 




dynamique des microtubules, l’attachement des microtubules et l’assemblage de structures 
associées aux microtubules. 
Substanceschimiques
On peut agir sur la dynamique des microtubules avec des facteurs extérieurs à la 
cellule. En effet, il existe un certain nombre de substances chimiques qui réagissent sur les 
microtubules, appelées « poisons des microtubules ». Ces substances  qui sont souvent des 
produits naturels comme la vinblastine, la colchicine ou le taxol, agissent comme des 
« bloqueurs » mitotiques avec des mécanismes d’actions qui peuvent être différents. Ils sont 
souvent divisés en deux groupes quand ils sont utilisés à forte concentration. Les alcaloïdes de 
Vinca (Vinblastine) et les colchicoïdes (Colchicine) se fixent sur la tubuline libre et 
déstabilisent son interaction avec le polymère, agissant comme des agents de 
dépolymérisation des microtubules. Au contraire, les taxanes (taxol) se fixent sur les 
microtubules et les stabilisent, provoquant une augmentation de la polymérisation. A plus 
faibles concentrations, ces substances ont un mécanisme d’action comparable qui consiste à 
réguler la dynamique des microtubules sans affecter la masse des polymères (Honore et al.,
2005; Jordan, 2002). 
En biologie, ces substances naturelles sont utilisées à forte dose pour agir sur 
cytosquelette microtubulaire car elles ont des effets rapides, profonds et parfois réversibles sur 
l’organisation des microtubules dans les cellules vivantes. Dans les cellules, ces substances 
peuvent entièrement dépolymériser ou stabiliser le réseau microtubulaire. Elles permettent 
aussi un blocage des cellules en mitose. Le rôle primordial des microtubules lors de la 
division cellulaire fait d’eux une cible intéressante pour le développement de drogues en 
chimiothérapie anticancéreuse. 
1.1.2.3.Dynamiquedesmicrotubulesaucoursducycle
La dynamique des microtubules est régulée au cours du cycle cellulaire, et l’exemple 
le plus marquant est le changement de dynamique à la transition interphase-mitose avec une 
augmentation de dynamique en mitose. Au moment de la rupture de l’enveloppe nucléaire, le 
réseau microtubulaire interphasique se désassemble pour laisser place à un nouveau réseau de 
microtubule présentant une dynamique différente (Zhai et al., 1996). Globalement, le 
renouvellement des microtubules mitotiques est cinq à dix fois plus rapide que celui des 
microtubules interphasiques dans les cellules épithéliales. Dans des extraits mitotiques d’œufs 
Figure 8: La mitose. A-B. Le fuseau mitotique. A. Les trois classes de microtubules du fuseau mitotique : 
microtubules astraux, chevauchants (ou interpolaires) et kinétochoriens. Les extrémités moins des microtubules 
sont le plus souvent ancrées aux pôles du fuseau, alors que les extrémités plus s'en éloignent, soit vers les chromoso-
mes pour les microtubules kinétochoriens, soit vers le cortex cellulaire pour les microtubules astraux.  B. Les étapes 
de la mitose. Photographies de cellules épithéliales de cochon d'inde en mitose (LLC PK). Les chromosomes sont 
marqués en rouge (DAPI) et les microtubules en vert. En interphase, les microtubules de ces cellules ne sont pas orga-
nisés de façon radiaire, tout comme dans les cellules S2 de drosophile. En prophase, les chromosomes se condensent 
et  deux asters de microtubules se forment. En fin de prophase, l'enveloppe nucléaire se rompt et permet aux microtu-
bules d'intéragir avec les chromosomes. A la métaphase, la structure bipolaire du fuseau est en place et tous les chro-
mosomes sont alignés sur la plaque équatoriale. En début d'anaphase A, les chromatides soeurs se séparent de façon 
synchrone, et les deux lots sont "tirés" par les microtubules kinétochoriens vers les pôles. A la fin de l'anaphase B, les 
deux pôles se sont complètement éloignés. En télophase puis cytocinèse, un fuseau central de microtubules se forme 
et l'invagination entre des deux futures cellules a lieu pour permettre leur séparation (Laboratoire de Bill Earnshaw).
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de xénope, la fréquence de catastrophe est augmentée de dix fois par rapport aux extraits 
interphasiques (Belmont et al., 1990). De la même manière, dans des cellules de mammifères, 
le pourcentage de temps que le microtubule passe en pause est fortement diminué en mitose 
(Rusan et al., 2001). Au cours de la mitose et suivant le réseau de microtubules, la dynamique 
des microtubules est modifiée (voir § introduction 1.2). 
1.2. Organisationdesmicrotubules
En interphase, la majorité des cellules eucaryotes pouvant se diviser, présentent des 
microtubules longs, organisés de façon radiaire à partir d’un centre organisateur unique. Dans 
les cellules de drosophile en culture, il n’y a pas un centre unique mais de nombreux centres 
de nucléation répartis dans le cytoplasme, donnant ainsi naissance à un réseau non radiaire.
Le fuseau mitotique est formé de microtubules courts émanant de deux pôles opposés. 
Les extrémités moins des microtubules, les moins dynamiques, sont localisées aux pôles 
tandis que les extrémités plus, les plus dynamiques, s’éloignent des pôles. On distingue trois 
classes de microtubules en mitose (Figure 8) : 
- une portion des extrémités plus des microtubules s’attachent au niveau des 
kinétochores. Ces microtubules s’associent en faisceaux, appelés fibres kinétochoriennes. Ces 
fibres maintiennent l’attachement des chromosomes au fuseau et permettent leur alignement 
en métaphase et leur ségrégation en anaphase (McIntosh et al., 2002). 
- au sein du fuseau, d’autres microtubules s’étendent jusqu’à la zone centrale où ils se 
chevauchent avec des microtubules du pôle opposé. Ces microtubules interpolaires aident à la 
formation et à la stabilisation du fuseau bipolaire en prométaphase/métaphase et participent à 
la séparation des pôles dans les stades tardifs de la mitose (Scholey et al., 2003).
- il existe aussi des microtubules astraux qui émanent des pôles et s’étendent vers 
l’extérieur du fuseau en direction du cortex cellulaire. On distingue : les microtubules astraux 
équatoriaux qui rentrent en contact avec le cortex au niveau de la plaque métaphasique et les 
microtubules astraux polaires qui rencontrent le cortex au niveau des pôles du fuseau. Ces 
microtubules astraux sont importants pour le positionnement du fuseau mitotique et du sillon 






Figure 9 : Mécanismes de formation du fuseau mitotique. A. Modèle du 
"search and capture".  Les microtubules (rouge) nucléés par le centrosome 
(centrioles en vert) vont capturer un kinétochore (gris foncé) (1). La capture 
du kinétochore par des microtubules émanant de pôles opposés conduit à la 
biorientation des chromatides soeurs d'un chromosome (2). B.  Modèle de 
nucléation par la chromatine. Les fibres kinétochoriennes composées de 
plusieurs microtubules, sont formées au niveau des kinétochores. Le gradient 
de GTPase Ran (bleu) permet l'activation de protéines nécessaires à la forma-
tion de microtubules à proximité des kinétochores. Ces microtubules s'allon-
gent jusqu'au pôles du fuseau ou jusqu'à un microtubule centrosomal et sont 
incorporés dans le fuseau grâce à l'activité de protéines motrices (3). 
(O'Connel et Khodjakov, 2007). C. Modèle de nucléation à partir de micro-
tubules préexistants. Des microtubules sont formés de novo à partir des 
microtubules préexistants pour amplifier rapidement le nombre de microtubu-
les (Goshima et Kimura, 2010). 
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Caenorhabditis elegans, l’expression d’une mutation induisant le raccourcissement des 
microtubules astraux empêche le positionnement correct du fuseau (Cowan and Hyman, 
2004). Un positionnement correct du fuseau et du sillon de clivage est nécessaire à la 
détermination de la position des deux cellules filles ainsi qu’à la séparation correcte du 
matériel génétique. Ces processus sont donc primordiaux dans le développement des 
embryons où l’orientation des divisions détermine l’organisation globale de l’embryon. 
Comment le cytosquelette est-il organisé en fuseau mitotique ? Pour former le fuseau 
métaphasique, les microtubules émanant des deux pôles explorent le cytoplasme et capturent 
les chromosomes (mécanisme de « search and capture ») (O'Connell and Khodjakov, 2007) 
(Figure 9A). La chromatine aussi est active dans la formation du fuseau (Heald et al., 1996; 
Karsenti and Vernos, 2001; Wilde and Zheng, 1999) (Figure 9B). En effet, la nucléation de 
microtubules à proximité de la chromatine a été mise en évidence et dépend de l’activité de la 
petite GTPase Ran. La présence du facteur d’échange de guanine, RCC1, au niveau des 
chromosomes, favorise la formation de la forme Ran GTP à proximité de la chromatine 
(Kalab et al., 2002). La liaison de la Ran au GTP permet de libérer de nombreux composants 
du fuseau, prisonniers des complexes d’importine α/β tel que NuMA (Nuclear protein of the 
Mitotic Apparatus) ou TPX2, et de les activer (Gruss et al., 2001; Nachury et al., 2001; Wiese
et al., 2001). Ces protéines favorisent la nucléation des microtubules et aident à la formation 
des pôles (Bastiaens et al., 2006; Wittmann et al., 2000). Des protéines motrices, telles 
qu’Eg5 et Klp1, vont permettre l’organisation et la capture des petits microtubules formés au 
niveau de la chromatine tandis que la dynéine va permettre une focalisation de ces 
microtubules au niveau des pôles (Gruss and Vernos, 2004). Ce processus a d’abord été 
découvert dans des extraits de xénope puis étendu aux cellules de mammifères (Khodjakov et 
al., 2003) et de drosophile (Maiato et al., 2004). Récemment, dans les extraits de xénope, un 
deuxième mécanisme d’assemblage des microtubules autour de la chromatine a été mis en 
évidence. Celui-ci impliquerait le complexe passager (« Chromosomal Passenger Complex » 
(CPC)) au niveau des centromères (Maresca et al., 2009). D’autres mécanismes indépendants 
des pôles et des chromosomes interviennent dans la génération de microtubules au sein du 
fuseau : la nucléation à partir de microtubules préexistants (Goshima and Kimura, 2010; 
Goshima et al., 2008; Janson et al., 2005; Murata et al., 2005) (Figure 9C) ou la réutilisation 
de microtubules interphasiques. 
Lors de la prométaphase, un point de contrôle « chekpoint mitotique » est mis en place 
et activé jusqu’à l’attachement et l’alignement correct des chromosomes sur la plaque 
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Figure 10: Activité PACMAN et "poleward flux". En anaphase, les chromatides soeurs sont sépa-
rées et migrent chacune vers un pôle du fuseau. Ce processus nécessite la dépolymérisation des fibres 
kinétochoriennes qui se déroule aux deux extrémités. La dépolymérisation de l'extremité moins au 
niveau des pôles entraîne un déplacement du microtubule vers le pôle appelé "poleward flux" (A).
L'activité PACMAN consiste en la dépolymérisation de l'extrémité plus des microtubules au niveau de 
leurs sites d'attachement aux centromères (B). La dépolymérisation est effectuée majoritairement par 
des  kinésines 13. Pour faciliter la dépolymerisation, des protéines "severing"  coupent les extrémités 





métaphasique (Logarinho and Bousbaa, 2008). Une fois ces conditions requises, le point de 
contrôle est levé et la cellule déclenche l’anaphase, c'est-à-dire la ségrégation des 
chromosomes. Deux mécanismes de dépolymérisation des fibres kinétochoriennes permettent 
la séparation des chromatides et leur migration vers les pôles (Figure 10). Le premier, appelé 
« poleward flux », consiste en la dépolymérisation de l’extrémité moins des microtubules (au 
niveau des pôles). Le second, appelé « activité Pac-Man » permet le désassemblage de la 
tubuline au niveau du kinétochore (Kline-Smith and Walczak, 2004). Par exemple, dans les 
embryons de drosophile, 60% du mouvement des chromosomes en anaphase est dû à l’activité 
« Pac-Man » et 40% au « poleward flux ». Dans ce système, une kinésine13 localisée aux 
kinétochores (Klp59A) est associée à l’activité « Pac-Man » tandis que la kinésine13 localisée 
aux pôles (Klp10A) intervient dans le processus de flux (Rogers et al., 2004b). Pour la 
séparation des chromatides sœurs, il est nécessaire que le contact entre les kinétochores et les 
fibres kinétochotiennes en cours de dépolymérisation soit maintenu. Le complexe Ndc80 est 
un composant des kinétochores conservé de la levure à l’homme (Tanaka and Desai, 2008). Il 
est le site principal d’attachement des microtubules au kinétochore chez les eucaryotes. Les 
levures possèdent aussi le complexe Dam1/DASH qui forme un anneau autour du microtubule 
in vitro. Ces complexes, se liant latéralement sur le microtubule, sont capables de suivre 
l’extrémité du microtubule en train de se dépolymériser. Les kinétochores peuvent aussi être 
attachés à la lumière du microtubule via des fibrilles (Joglekar et al., 2010; McIntosh et al.,
2008).
Après séparation des chromosomes, un fuseau central très stable se forme à partir des 
microtubules interpolaires résiduels regroupés en faisceaux. Pour la formation de ce fuseau 
central, de nouveaux microtubules sont aussi générés à partir du centrosome et autour de la 
chromatine via le complexe HURP (« Hepatoma Up Regulated Protein ») (Uehara and 
Goshima, 2010). Par la suite, le complexe Augmine permet d’amplifier rapidement le nombre 
de microtubule nécessaire à une fonctionnalité correcte du fuseau en favorisant la nucléation à 
partir des microtubules préexistants (Goshima and Kimura, 2010; Uehara and Goshima, 
2010). Le fuseau central et l’invagination du cortex vont permettre la séparation du 
cytoplasme pour générer deux cellules filles identiques. Les signaux dirigés au cortex par les 
microtubules astraux aux niveaux des pôles et au niveau de l’équateur participent à la 
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Figure 11 : Le centrosome. (a) Représentation schématique simplifiée d'un centrosome de vertébré. 
Les deux centrioles (en vert foncé) sont perpendiculaires et mesurent, chez les mammifères, ~0,2 μm
de diamètre et ~0,5 μm de long. Le matériel péricentriolaire (en mauve) s'accumule autour des deux 
centrioles. Dans la majorité des cellules animales, les centrioles sont formés de neuf triplets de microtu-
bules. Chez la drosophile, les centrioles sont plus courts (~0,2 μm) que chez les vertébrés, et présentent 
des différences de structure au cours du développement. Les microtubules sont nucléés à partir des 
complexes contenant la tubuline γ (en rose) dans le matériel péricentriolaire à proximité des centrioles. 
Les extrémités moins des microtubules sont ancrées au centrosome. (b) Image de microscopie électro-
nique d'un centrosome dans une cellule de mammifère (Rieder et al., 2001). PCM : matériel péricen-




Le MTOC majeur dans les cellules animales est le centrosome (Kirschner, 1986). Le 
centrosome, découvert en 1875 par Flemming et Van Beneden, porte son nom du fait de sa 
position centrale au sein de la cellule, près du noyau. Le centrosome est composé de deux 
centrioles arrangés perpendiculairement (Figure 11). Dans la plupart des cellules animales, les 
centrioles sont des structures cylindriques composées de neuf triplets de microtubules 
(Bornens, 2002). Des structures similaires aux centrioles, ancrées sous la membrane 
plasmique constituent les corps basaux nécessaires à la croissance des cils ou des flagelles 
(Bettencourt-Dias and Glover, 2007). Les centrioles sont entourés d’un nuage de matériel 
amorphe dense aux électrons : le PCM (le matériel péricentriolaire). Le PCM est le site 
principal de nucléation et d’organisation des microtubules. Des études protéomiques (par 
spectrométrie de masse) ont révélé la présence de plus de 200 protéines dans le PCM 
(Andersen et al., 2003; Muller et al., 2010). Tout comme l’ADN, le centrosome doit être 
répliqué une fois par cycle et ségrégé de façon synchrone dans les cellules en prolifération. De 
façon générale, les centrioles se dupliquent au cours de la phase S. Chaque centriole père 
initie la formation d’un centriole fils. Le centrosome est complètement dupliqué en fin de G2 
ou en tout début de mitose (M). Lors de la mitose, les deux centrosomes nouvellement formés 
se séparent afin de former deux points d’organisation radiaire des microtubules qui 
constitueront les deux pôles du fuseau mitotique. Parallèlement à la séparation des 
chromosomes, chacun des deux centrosomes est réparti dans les deux cellules filles (Doxsey, 
2001).
Il est important de noter que dans les cellules de drosophile en culture, qui est le 
modèle cellulaire animal que j’ai utilisé majoritairement au cours de ma thèse, il n’existe pas 
un centrosome dominant en interphase. Malgré la présence de centrioles, aucune des protéines 
du PCM n’est détectée en un point précis en interphase, leur recrutement se fait en fin de G2 
(Martinez-Campos et al., 2004). En mitose, on retrouve un fuseau organisé de façon classique 
avec un réel centrosome à chaque pôle. 
D’un organisme à l’autre, les MTOCs peuvent présenter des morphologies différentes. 
Chez les levures, le MTOC principal est appelé le Spindle Pole Body (SPB) (Figure12A) 
(Adams and Kilmartin, 2000). Il assure les fonctions de nucléation et d’organisation des 
microtubules mais possède une structure différente du centrosome. Le SPB est une structure 
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Figure 12 : A. Le Spindle Pole Body (SPB). (a) Représentation schématique d'un SPB. Les complexes 
contenant la tubuline γ sont présents au niveau des plaques externes (en rouge) et internes (en rose). Les 
extrémités moins des microtubules sont ancrées au SPB. (b) Micrographie électronique d'une section 
de SPB. Pext : plaque externe, Pcent : plaque centrale, Pint : plaque interne. Barre d'échelle, 0,1 μm.
(Adams et al., 2000). B. Organisation non-centrosomale des microtubules. Représentation schéma-
tique de l'organisation des microtubules dans des systèmes où l'organisation est non-centrosomale : les 
cellules différenciées de type épithéliales, neuronales et musculaires, les cellules de plante, et la levure 
S. pombe (Bartolini et Gundersen, 2006). 
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La présence de tubuline γ est une caractéristique commune à tous les MTOCs quelque 
soit le type cellulaire et l’organisme. Elle est un des principaux acteurs de la nucléation et de 




La tubuline γ a été identifiée en 1989 lors d’un crible génétique destiné à rechercher 
des gènes suppresseurs d’une mutation thermosensible du gène benA de la tubuline β chez 
Aspergillus nidulans (Oakley and Oakley, 1989). C’est une protéine de 454 acides aminés qui 
présente un site de liaison au GTP et qui possède 33% d’identité en acides aminés avec les 
tubulines α et β. Elle constitue ainsi une troisième famille dans la superfamille des tubulines. 
La cristallisation de la tubuline γ liée à la forme GTP non échangeable avec une résolution de 
2.7 Å, a mis en évidence une structure comparable à celles des tubulines α et β (Aldaz et al.,
2005; Nogales et al., 1998). Les ADNc de ce gène ont été clonés dans de nombreuses espèces. 
La tubuline γ est conservée dans des espèces phylogénétiquement éloignées, telles que les 
plantes supérieures (Arabidopsis) (Liu et al., 1994), les champignons (S. pombe) (Horio et al.,
1991), les protistes (Physarum,Trypanosoma ou Paramecium) (Lajoie-Mazenc et al., 1996; 
Liang et al., 1996; Scott et al., 1997), et les animaux (homme, xénope, drosophile) (Stearns et 
al., 1991; Zheng et al., 1991). La plupart des séquences de tubuline γ issues d’organismes 
divergents présentent plus de 65% d’identité en acides aminés. Par exemple, la tubuline γ
humaine partage 98% d’identité avec celle de xénope et 78% avec celle de drosophile (Zheng
et al., 1991). En plus d’une conservation de séquence, la fonction de la tubuline γ est 
conservée. En effet, l’expression de la tubuline γ humaine restaure le phénotype sauvage 




plaque centrale et d’une plaque interne. Un côté de la plaque centrale est associé avec une 
région de l’enveloppe nucléaire dense aux électrons appelée le demi-pont. Celui-ci joue un 
rôle important dans la duplication du SPB. Deux types de microtubules sont nucléés des deux 
côtés de l’enveloppe nucléaire. Les microtubules cytoplasmiques émanent de la plaque 
externe jusqu’au cortex cellulaire et sont responsables du positionnement du noyau. On peut 
assimiler ces derniers aux microtubules astraux des eucaryotes supérieurs. Les microtubules 
nucléaires sont ancrés dans la plaque interne et vont former le fuseau mitotique. Chez S.
cerevisiae, le SPB est le seul MTOC responsable de la nucléation des microtubules. Par 
contre chez S. pombe, deux autres MTOCs dont les structures sont encore mal connues 
interviennent dans la nucléation des microtubules, les iMTOCs qui permettent l’attachement 
de faisceaux de microtubules parallèles à la longueur de la cellule (MTOC interphasique) et le 
eMTOC (MTOC) équatorial (Sawin and Tran, 2006). D’autres organismes, comme les 
plantes, ne possèdent ni centrosome, ni de structure apparentée. Certains microtubules sont 
nucléés de façon radiaire à partir de l’enveloppe nucléaire et d’autres sont nucléés au niveau 
de la zone corticale (Figure12B) (Bartolini and Gundersen, 2006; Schmit, 2002). Récemment, 
il a été montré dans des cellules de tabac en culture et chez Arabidopsis thaliana que les 
microtubules du réseau cortical sont assemblés à partir de microtubules pré-existants (Murata 
and Hasebe, 2007; Murata et al., 2005; Nakamura et al., 2010). 
Il existe des sites non-centrosomaux d’organisation des microtubules dans certains 
types de cellules différenciées (Figure12B). Dans les cellules musculaires, épithéliales, 
neuronales et ciliées, le centrosome existe mais cesse d’être le principal centre organisateur 
(Bartolini and Gundersen, 2006). Par exemple dans les cellules musculaires, la nucléation ne 
se fait pas via le centrosome mais à partir de l’enveloppe nucléaire (Bugnard et al., 2005; 
Tassin et al., 1985). Dans des cellules épithéliales, l’appareil de Golgi jouerait aussi le rôle de 
MTOC (Efimov et al., 2007; Rios et al., 2004; Vinogradova et al., 2009).
D’autre part, bien que les ovocytes et embryons précoces de souris ou les ovocytes de 
drosophile à certains stades du développement soient totalement dépourvus de centrioles, ils 
sont capables de former un fuseau mitotique bipolaire (Gueth-Hallonet et al., 1993; Raff, 
2004). Il existe aussi des lignées de drosophile capables de se diviser en absence de 
centrosomes, par exemple des lignées dérivées de mutant Dsas4 -/- (Debec, communication 
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Figure 13  : γ-TuSC et γ-TuRC chez la drosophile. A. Les γ-TuSCs et γ-TuRCs sont 
caractérisés par leur coefficient de sédimentation et leur composition protéique. 
Les complexes contenant la tubuline γ ont été immunopurifiés avec un anticorps dirigé 
spécifiquement contre la tubuline γ et fractionnés sur un gradient de sucrose (de 5 à 
40%) dans 100 mM de NaCl. 75 μL de chaque fraction ont été analysés par SDS-PAGE 
et colorés au Bleu de Coomassie. (Oegema et al., 1999). Le γ-TuSC (10 S) sédimente 
principalement dans les fractions 4 à 6, le γ-TuRC (30 S) sédimente majoritairement 
dans les fractions 10 à 13. Au moins trois protéines sont détectables sous Dgrip84, 
deux d'entre elles sont Dgrip75 et Dgp71WD. Les trois sous-unités du γ-TuSC, 
Dgrip84, Dgrip91 et la  tubuline γ sont les plus abondantes dans le γ-TuRC. B. Modèle
de représentation du γ-TuRC. Le complexe est représenté souvent dans cette forme 
en anneau au vu des expériences de microcopie électronique (Zheng et al., 1995). Ce 
modèle postule que 6 à 7 γ-TuSCs forment l'anneau et que les protéines Dgrip75, 128, 
163 et Dgp71WD forment une coiffe.
γ Tu γ Tu
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Deux tubulines γ plus divergentes dites « non-conventionnelles » ont été identifiées 
lors du séquençage des génomes de S. cerevisiae et C. elegans. Le produit du gène TUB4 de 
S. cerevisiae (Tup4p) partage uniquement 36% d’identité avec les autres tubulines γ et 
l’homologue de la tubuline γ chez C. elegans 40-45% (Sobel and Snyder, 1995). De plus, une 
mutation de TUB4 ne peut pas être complémentée par les gènes de tubuline γ humaine ou de 
xénope (Marschall et al., 1996; Spang et al., 1996). 
Au sein d’un même organisme, il existe aussi une hétérogénéité des tubulines γ dûe à 
la présence de plusieurs gènes et/ou de modifications post traductionnelles (voir § 
introduction. 2.8). 
Environ 80% de la tubuline γ totale existe sous forme soluble dans le cytoplasme. Le 
coefficient de sédimentation sur gradient de sucrose de la tubuline γ cytosolique montre 
qu’elle n’est jamais monomérique mais toujours sous forme de complexes multi-protéiques 
(Moudjou et al., 1996). In vivo, la tubuline γ se trouve toujours sous forme de complexes. 
2.1.2. Lesprotéinesassociéesàlatubulineγ
2.1.2.1. Identificationdescomplexes
Le premier complexe contenant la tubuline γ a été purifié par immunoaffinité à partir 
d’ovocytes de xénope en 1995 (Zheng et al., 1995). Ce complexe possède un coefficient de 
sédimentation sur gradient de sucrose de 25 S. Par la suite, des complexes de taille similaire 
ont été identifiés dans différents organismes (drosophile, homme, S. pombe, A. nidulans)
(Akashi et al., 1997; Murphy et al., 2001; Oegema et al., 1999; Vardy and Toda, 2000). Chez 
la drosophile, deux complexes majeurs de tubuline γ ont été séparés par tamisage moléculaire 
ou gradient de sucrose : le γ-TuRC (γ-Tubulin Ring Complex) qui correspond au complexe 
isolé chez le xénope d’un point de vue de la masse moléculaire et de la composition protéique 
et un complexe de plus petite masse : le γ-TuSC (γ-tubulin Small Complex) (Figure 13). Le γ-
TuRC possède un coefficient de sédimentation de 30 S et une masse moléculaire de 2200 
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Figure 14 : Table récapitulative des protéines associées à la tubuline γ dans différents organsimes. Il existe une 
hétérogénéité dans la nomenclature utilisée pour les protéines associées à la tubuline γ. Le complexe γ-TuRC de 
drosophile est couramment utilisé comme référence car il est un des mieux caractérisés. Les complexes isolés d'em-
bryons de drosophile (Oegema et al., 1999), d'oeufs de xénope (Zheng et al., 1995) et cellules humaines (Murphy 
et al., 2001) forment des anneaux et sont appellés γ-TuRC pour "ring complex". Chez la drosophile et le xénope les 
noms sont Dgrip et Xgrip pour Drosophila et Xenopus suivi de leur poids moléculaire apparent ou calculé, sauf 
Dgp71WD qui n'appartient pas à la même famille. Chez les mammifères, le nom vient de γ(G)-tubulin Complex
Protein suivi d' un numéro dans l'ordre de leur identification. Pour les autres organismes, οn parle de  γ-TUC car 
aucune forme n'est connue. Chez A. nidulans, les homologues de GCP ont été identifiés et appelés GCP B-F (Xiong 
and Oakley, 2009). Tous les orthologues existent chez les plantes mais, mise à part AtSpc98p, on ne sait pas si elles 
intéragissent avec la tubuline γ (Εrhardt et al., 2002). Chez  S. cerevisiae, Spc97 et Spc98 signifie Spindle Pole Body
Component de masse moléculaire calculée 97 et 98 KDa. Chez S. pombe, les noms des protéines viennent des 
cribles dans lesquels on les a découvert (Vardy et Toda, 2000; Fujita et al., 2002; Anders et al., 2006). Pour C.
elegans, une seule protéine a été identifiée et la nomenclature est celle de la drosophile précédé de Ce pour l'espèce 
(Hannak, 2002). Les protéines du γ-TuSC sont en jaune et les protéines du γ-TuRC en orange (Wiese and Zheng, 
2006). Récemment, trois nouvelles protéines des complexes ont été identifiées chez les humains: Mozart1, 
Mozart2A et 2B (Hutchins et al., 2010). 
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Chez S. cerevisiae seul un petit complexe de 6 S a été mis en évidence, ce complexe 
de part sa masse et sa composition protéique s’apparente à un γ-TuSC (Knop et al., 1997). 
2.1.2.2. Identificationdesprotéinesdescomplexesdetubulineγ
Chezladrosophile
Des expériences biochimiques ont permis d’identifier les protéines des complexes de 
tubuline γ (Gunawardane et al., 2000; Gunawardane et al., 2003; Oegema et al., 1999). 
L’approche a consisté à purifier les complexes par affinité avec un anticorps dirigé contre la 
tubuline γ et à séparer les différentes protéines par électrophorèse sur un gel dénaturant. Les 
bandes ont été micro-séquencées ou utilisées pour produire des anticorps qui ont permis de 
cribler des banques d’expression (Gunawardane et al., 2000; Oegema et al., 1999). Le γ-TuSC
est constitué de tubuline γ et de deux protéines : Dgrip84 et Dgrip91. Le γ-TuRC est composé 
de γ-TuSCs et d’au moins quatre protéines additionnelles : Dgrip75, Dgrip128, Dgrip163 et 
Dgp71WD. Les trois protéines du γ-TuSC sont les plus abondantes du complexe γ-TuRC.
Chez la drosophile, ces protéines sont nommées en fonction de leur masse apparente. Dans la 
suite de ce manuscrit, les noms des protéines de drosophile seront pris comme référence pour 
faciliter la comparaison entre les différents organismes. 
Danslesautresorganismes(Figure14)
Des approches génétiques ont permis d’identifier deux homologues chez S. cerevisiae,
Spc97p et Spc98 (homologues de Dgrip84 et Dgrip 91, respectivement) (Geissler et al., 1996; 
Knop et al., 1997) et cinq protéines chez S. pombe, Alp 4, Alp6, Alp16, Gfh1 et Mod 21 qui 
correspondent aux protéines Dgrips identifiées chez la drosophile (Anders et al., 2006; Fujita
et al., 2002; Vardy and Toda, 2000). 
Dans les autres organismes (xénope, mammifères, Arabidopsis, A. nidulans), les 
protéines ont été identifiées grâce à des expériences biochimiques ou à des approches in silico
(Erhardt et al., 2002; Fava et al., 1999; Martin et al., 1998; Murphy et al., 2001; Murphy et 
al., 1998; Seltzer et al., 2007; Xiong and Oakley, 2009; Zhang et al., 2000). Chez les 
mammifères et chez le xénope, tous les homologues des protéines des complexes de 
drosophile ont été identifiés. Chez les mammifères, les protéines homologues des Dgrips sont 
Figure 15 : A. Alignement des séquences des protéines à motif grip. (a) L'alignement des différentes 
Dgrip de drosophile montre deux régions en orange de très forte similarité qui ont été nommés grip1 et 
grip2. (La séquence de Dgrip163 a été tronquée à l'exception des régions d'homologie avec les autres 
protéines). (b) Alignement de séquence pour le motif grip1. Dgrip128 est la seule protéine à ne pas 
posséder le motif grip1. (c) Alignement de séquence pour le motif grip2. Les similarités sont de plus en 
plus fortes en allant du bleu au vert, puis au jaune et à l'orange (Wiese and Zheng, 2006). B. Motifs WD. 
(a) Alignement des répétitions WD de Dgp71WD et de Nedd1. Cinq motifs WD ont été identifiés 
(Gunawardane et al., 2003). (b) Représentation schématique de la forme que peuvent adopter les protéi-
nes à motifs WD. Cette forme en β-propeller, permet la présentation de trois grandes surfaces d'intérac-
tions possibles (une rouge, une bleu et une verte) (Smith et al., 1999).















































nommées GCP 2-3-4-5-6 (Gamma-tubulin Complex Protein). Chez C. elegans seulement 
deux homologues ont été identifiés, Cegrip1et 2. Cegrip1 serait l’orthologue de Dgrip91 mais 
avec peu de similarité ; ce qui peut être corrélé avec la divergence entre la tubuline γ de C.
elegans et celle des autres organismes (Hannak et al., 2002). 
Récemment, des gènes étiquetés ont été exprimés dans des cellules humaines sous 
forme de chromosomes artificiels. Une purification par affinité couplée à de la spectrométrie 
de masse a permis l’analyse de centaines de complexes protéiques humains. Trois nouveaux 
interacteurs du γ-TuRC ont été mis en évidence : Mozart 1, Mozart 2A et 2B (Hutchins et al.,
2010). La découverte de ces protéines a été tardive par rapport aux autres protéines des 
complexes probablement car leur masses moléculaires sont faibles : 8,5 et 16,2 KDa. Mozart 
1 est conservée chez S. pombe, Arabidopsis et la drosophile alors qu’aucune séquence 
homologue de Mozart 2 n’a été identifiée dans ces organismes. 
2.1.2.3. Motifsprésentsdanslesprotéinesassociées
Protéinesàmotifs«grip»
L’alignement des séquences des différentes protéines associées à la tubuline γ dans le 
γ-TuRC de drosophile a permis de mettre en évidence une nouvelle superfamille de protéines, 
les protéines « grip » (pour γ-tubulin ring protein) (Figure 15A). Cet alignement met en 
évidence deux motifs « grip » constitués de résidus hydrophobes, appelés grip1 et grip2 
(Gunawardane et al., 2000; Wiese and Zheng, 2006). Ces deux motifs sont présents dans 
toutes les protéines Dgrips excepté Dgrip128 qui ne possède pas le motif grip1. Dans cet 
organisme, l’identité entre les protéines Dgrips est relativement faible en dehors des motifs 
« grip » : 20 à 30% sur la séquence complète. 
Par la suite, l’alignement des séquences des protéines grip de la drosophile avec celles 
des protéines associées à la tubuline γ présentes dans d’autres organismes (comme Spc97p et 
Spc98p chez S. cerevisiae, Xgrip109 et 210 chez le xénope, et GCP2 et GCP4 chez l’homme) 
a permis de définir des motifs des séquences consensus de 100 et 200 acides aminés pour les 
motifs grip1 et grip2, respectivement. Ces séquences consensus ne présentent pas 




Les motifs grip2 pourraient être des motifs d’interaction avec la tubuline γ tandis que 
les motifs grip1 interviendraient dans la structure des complexes en anneau (sur laquelle je 
reviendrai plus tard) (D.Agard, communication personnelle). 
Une approche in silico a permis de mettre en évidence deux protéines à motifs « grip » 
supplémentaires chez la drosophile: Dgrip79 et Dgrip225. Les alignements de séquence  
montrent que Dgrip79 est un membre de la famille proche de Dgrip84/GCP2. Jusqu’à présent 
aucun travail n’a établi l’appartenance de ces protéines au γ-TuRC (Wiese and Zheng, 2006).  
ProtéinesàmotifWD
Dgp71WD est aussi une protéine du γ-TuRC mais contrairement à la majorité des 
protéines de ce complexe, elle ne possède pas de motifs grip (Gunawardane et al., 2003). Elle 
se caractérise par cinq répétitions de motifs WD (Figure 15B)a). Les motifs WD sont 
constitués de séquences conservées d’environ 40 à 60 acides aminés qui se terminent 
généralement par Trp-Asp (WD) et qui peuvent être répétées de 4 à 16 fois (Smith et al.,
1999). Les études structurales indiquent que les motifs WD adoptent une forme de cône coupé 
appelé hélice β (« β-propeller ») qui présentent 3 faces d’interaction potentielles avec d’autres 
protéines (Smith et al., 1999)(Figure 15B)b). Ce motif WD est retrouvé chez les homologues 
de Dgp71WD chez les mammifères (Nedd1) et chez le xénope (Xnedd1) (Liu and Wiese, 
2008) (Figure 15B)a). Par exemple, Nedd1 de souris partage environ 20% identité avec 
Dgp71WD sur une zone qui s’étend au-delà des motifs WD (Gunawardane et al., 2003). Des 
motifs WD sont présents dans diverses protéines. Ils ne sont pas associés à une fonction 
spécifique mais probablement impliqués dans la liaison de l’ubiquitine (Pashkova et al.,
2010).
Lesautresprotéines
Les protéines Mozart humaines ne présentent pas de similarités avec les GCP2-6 ou 
Nedd1. Elles ne possèdent ni motifs « grip », ni « WD » (Hutchins et al., 2010; Teixido-
Travesa et al., 2010). 
Figure 16: A) Structure du γ-TuSC. a) Reconstruction du γ-TuSC de S. cerevisiae par 
microscopie électronique. Le bleu clair représente le bras flexible et le corps plus rigide est 
présenté en bleu foncé. La localisation de la tubuline γ a été révèlée par un marquage à l'or. 
La structure cristalline de la tubuline γ se place correctement dans la structure (Kollman et al.,
2008). b) Représentation schématique de l'arrangement des protéines du γ-TuSC basé sur les 
orientations relatives des parties C- et N-terminales de Spc97/98 déterminées par des analy-
ses de FRET in vivo (Choy et al., 2009). La flexibilité de Spc98 est indiquée par la flèche. B)
Structure des filaments de γ-TuSC. a) Filaments de γ-TuSCs obtenus par cryo-microscopie, 
barre d'échelle, 50 nm. b) Reconstruction d'un filament avec une résolution de 8 A estimée 
par la corrélation des enveloppes de Fourier. c) Vue tronquée du filament qui illustre 
l'absence de connexion entre les différentes hélices. d) Un tour d'hélice avec les γ-TuSCs 
colorés en bleu ou en jaune. Le filament est constitué de 6 1/2 γ-TuSCs par tour, avec une 
superposition d'1/2 γ-TuSC par tour (Kollman et al., 2010).
a) b)






La stœchiométrie et la structure du γ-TuSC sont connues. Les analyses 
densitométriques sur gel coloré au Bleu de Coomassie et les expériences de co-
immunoprécipitation des protéines fusionnées avec différentes étiquettes ont permis de 
révéler une stœchiométrie de 2 :1 :1 pour la tubuline γ, Dgrip84 et Dgrip91 respectivement 
(Knop et al., 1997; Knop and Schiebel, 1997; Murphy et al., 2001; Oegema et al., 1999). De 
plus, chez les levures et chez la drosophile, diverses études (immunoprecipitation, double 
hybride, co-expression de protéines) mettent en évidence des interactions deux à deux pour 
les protéines du γ-TuSC (Geissler et al., 1996; Gunawardane et al., 2000; Knop et al., 1997; 
Knop and Schiebel, 1997; Vardy and Toda, 2000; Vinh et al., 2002). Ces données ont conduit 
à un modèle d’organisation du petit complexe dans lequel les hétérodimères 
tubulineγ/Dgrip84 et tubulineγ/Dgrip91 interagiraient latéralement par l’intermédiaire 
d’interaction Dgrip84/Dgrip91. Plus récemment, l’obtention de la reconstruction par cryo-
microscopie du γ-TuSC de S. cerevisiae avec une résolution de 8 Å a permis de confirmer  et 
d’affiner ce modèle (Kollman et al., 2010; Kollman et al., 2008) (Figure 16A). Les protéines 
Spc97p (Dgrip84) et Scp98p (Dgrip91) interagissent avec la tubuline γ via leurs domaines C-
terminal tandis que leurs domaines N-terminal leur permettent d’interagir entre elles. Un 
marquage de la tubuline γ avec des billes d’or en microscopie électronique montre que les 
tubulines γ se localisent au niveau des deux lobes de la structure du γ-TuSC (Kollman et al.,
2008). De plus, une flexibilité des orientations de Spc97p/Spc98p a été mise en évidence par 
des expériences de FRET in vivo (Choy et al., 2009). La flexibilité d’un bras de la structure 
(Spc98p) pourrait être important dans la régulation de l’activité de nucléation. 
Concernant le γ-TuRC, des études de cryomicroscopie électronique et de tomographie 
par microscopie électronique ont mis en évidence une structure en anneau ouvert (Figure 17). 
Cet anneau présente un diamètre de 25 nm avec une structure globulaire sur une des faces 
(Moritz et al., 2000; Murphy et al., 2001; Oegema et al., 1999; Wiese and Zheng, 2000; 
Zheng et al., 1995). Ce diamètre correspond à celui d’un microtubule. Cette structure a été 
retrouvée chez le xénope, la drosophile et l’homme. Ces anneaux présents dans le PCM de 
centrosomes isolés sont souvent associés avec une extrémité des microtubules (Moritz et al.,
2000; Moritz et al., 1995). La paroi de l’anneau de γ-TuRC est composée de sous-unités 
présentant une forme en « Y », ce qui correspond à la structure du γ-TuSC (Moritz and Agard, 
Figure 17  : Structure et modèle du γ-TuRC. A. Vue latérale d'un complexe 
γ-TuRC isolé d'embryons de  drosophile, obtenu par tomographie en microscopie 
électronique. On observe une paroi de l'anneau (crochet) composé de sous-unités en 
forme de Y (pointillés bleu) et d'une coiffe (pointe de flèche). B-C. Modèle structural 
du γ-TuRC représentant le coté ouvert de l'anneau (C) et la face opposée (B). Les 
sous-unités en Y correspondraient aux γ−TuSCs (tubuline γ en rose et protéines asso-
ciées dans le γ−TuSC en vert).  Les protéines spécifiques du γ-TuRC (en gris) forme-






2001). D’après les études microscopiques et les expériences de biochimie, des équipes 
suggèrent que la paroi de l’anneau soit composée de 6 ou 7 γ-TuSCs et que la structure 
globulaire appelée coiffe contienne les protéines spécifiques du γ-TuRC (Keating and Borisy, 
2000; Moritz and Agard, 2001; Moritz et al., 2000; Murphy et al., 2001; Oegema et al., 1999; 
Wiese and Zheng, 1999; Wiese and Zheng, 2000). Récemment, contrairement aux idées pré-
conçues, des expériences in vitro ont montré que les γ-TuSCs peuvent aussi s’associer entre 
eux pour former une structure en anneau en l’absence de protéines spécifiques du γ-TuRC
(Figure 16,B). La cryomicroscopie de cette structure révèle la présence de 13 tubulines γ par 
tour, ce qui est compatible avec une structure du microtubule à 13 protofilaments (Kollman et 
al., 2010). De plus, des résultats de l’équipe (en collaboration avec L. Mourey) montrent que 
GCP4 (Dgrip75) a une structure superposable à l’enveloppe structurale des protéines grips du 
γ-TuSC et que cette protéine peut se lier à la tubuline γ (données non publiées). Ces données 
permettent d’émettre un nouveau modèle dans lequel les GCPs spécifiques du γ-TuRC
pourraient se substituer à GCP2 (Dgrip84) ou GCP3 (Dgrip91). La stœchiométrie des 
protéines spécifiques du γ-TuRC n’est pas encore bien connue. Des premières expériences par 
densitométrie montrent que les protéines spécifiques du γ-TuRC sont minoritaires par rapport 
aux composants du γ-TuSC. Par exemple, l’homologue de Dgrip75, GCP4 est 5 fois moins 
présente que la tubuline γ dans les complexes de mammifères (Fava et al., 1999). De plus, 
dans les complexes de tubuline γ humaine, les expériences de stœchiométrie révèlent une 
seule copie de GCP5 (Dgrip128) et plusieurs copies des protéines du γ-TuSC et de GCP4 
(Murphy et al., 2001). 
2.3. Localisation
La localisation de la tubuline γ a été déterminée pour la première fois en 
immunofluorescence chez A. nidulans (Oakley et al., 1990) au niveau du SPB durant tout le 
cycle cellulaire. Cette localisation a été confirmée chez les levures (Horio et al., 1991; Sobel 
and Snyder, 1995). Parallèlement, dans les cellules humaines, de souris, de drosophile et de 
xénope, la tubuline γ a été retrouvée associée au centrosome (Joshi et al., 1992; Stearns et al.,
1991; Zheng et al., 1991). De même, toutes les protéines connues associées à la tubuline γ
dans les complexes se localisent aux MTOCs fonctionnels en mitose et en interphase (Barbosa
Figure 18 : Localisation de la tubuline γ au cours du cycle cellulaire dans les cellules S2 de 
drosophile en culture. Les cellules ont été étalées sur des lamelles de verre traitées avec de la 
concanavaline A, puis fixées et immunomarquées. Les microtubules sont marqués en rouge, la 
tubuline γ en vert et l'ADN en bleu (DAPI). Dans ce type cellulaire, la tubuline γ est répartie 
dans tout le cytoplasme en interphase. Elle est localisée aux centrosomes en fin de G2, et aux 
pôles du fuseau tout au long de la mitose. La tubuline γ est aussi présente le long des microtubu-
les du fuseau et au niveau du fuseau central en fin de mitose. Photos prises au laboratoire avec 
un microcope Olympus couplé au sytème Deltavision RT. Barre d'échelle, 5 μm.
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et al., 2000; Fava et al., 1999; Gunawardane et al., 2000; Liu and Wiese, 2008; Luders et al.,
2006; Martin et al., 1998; Murphy et al., 1998; Teixido-Travesa et al., 2010; Zhang et al.,
2000). D’après des expériences de désassemblage des microtubules par le nocodazole, il a été 
montré que cette localisation est indépendante des microtubules (Marschall et al., 1996; 
Stearns et al., 1991). De plus, des études en microscopie électronique après immunomarquage 
révèlent que la tubuline γ n’est pas seulement une protéine du PCM mais aussi un composant 
du centriole (Fuller et al., 1995; Guichard et al., 2010). Des études de retour de fluorescence 
après photoblanchiment sur des lignées mammifères exprimant de manière stable la tubuline γ
en fusion avec la GFP (Green Fluorescent Protein) ont mis en évidence deux populations de 
tubuline γ centrosomale qui diffèrent par leur taux d’échange entre le centrosome et le 
cytoplasme. La population la plus stable pourrait correspondre à la tubuline γ liée aux 
centrioles et l’autre population serait associée au PCM (Khodjakov and Rieder, 1999). Au 
cours du cycle cellulaire, la quantité de tubuline γ et des protéines qui lui sont associées est 
régulée au niveau du PCM: elle augmente en début de mitose puis décroît en fin de mitose 
jusqu’à atteindre le niveau basal interphasique (Fava et al., 1999; Khodjakov and Rieder, 
1999; Lajoie-Mazenc et al., 1994).
En plus de sa présence au centrosome, une fraction des complexes de tubuline γ est 
associée aux microtubules du fuseau dans les cellules de mammifères, de drosophile et chez 
les plantes supérieures (Drykova et al., 2003; Lajoie-Mazenc et al., 1994; Liu et al., 1993; 
Raynaud-Messina et al., 2001; Raynaud-Messina et al., 2004). Des expériences de 
microscopie montrent une association de la tubuline γ à la surface des microtubules et 
préférentiellement au niveau des fibres kinétochoriennes. Dans les cellules Hela en 
métaphase, environ 75% de l’intensité de fluorescence du marquage de tubuline γ liée à des 
structures insolubles est distribuée sur le fuseau (Lajoie-Mazenc, 1994). En fin de mitose, la 
tubuline γ se localise à l’extrémité moins des microtubules du fuseau central et du midbody 
(Julian et al., 1993; Shu et al., 1995). Des études par immunofluorescence montrent que 
toutes les protéines du γ-TuRC chez la drosophile et la majorité de ces protéines chez les 
mammifères sont aussi associées aux microtubules du fuseau et du fuseau central (Fava et al.,
1999; Gunawardane et al., 2000; Luders et al., 2006; Murphy et al., 2001; Oegema et al.,
1999; Tassin et al., 1998; Teixido-Travesa et al., 2010) (Figure 18). Il semble donc que la 




récemment une étude révèle la présence de γ-TuRC au niveau des kinétochores non attachés 
dans des cellules Hela traitées au nocodazole (Mishra et al., 2010). 
En interphase, la tubuline γ et certaines de ces protéines associées se localisent aussi le 
long des microtubules chez les plantes supérieures et chez S. pombe (Liu et al., 1993; Murata
et al., 2005). Cette localisation coïncide le plus souvent à des branchements de microtubules. 
Dans les cellules de mammifères,  d’autres localisations de la tubuline γ ont été mises en 
évidence: au niveau de l’appareil de Golgi et au niveau de foci nucléaires (Lesca et al., 2005; 
Rios et al., 2004). 
Dans les cellules différenciées, la localisation principale de la tubuline γ n’est pas au 
centrosome. Par exemple, la tubuline γ se lie aux microtubules cytoplasmiques sous corticaux 
dans les cellules épithéliales polarisées humaines (Meads and Schroer, 1995). Un autre 
exemple, au cours de la morphogenèse de la trachée chez la drosophile, le γ-TuRC
initialement présent au centrosome se relocalise au niveau de la membrane apicale des 
cellules trachéales (Brodu et al., 2010). Dans les cellules ciliées, la tubuline γ est associée aux 
corps basaux sous corticaux qui constituent la base du cil (Muresan et al., 1993). 
Ces localisations multiples de la tubuline γ suggèrent qu’elle puisse avoir des rôles 
variés (dépendant ou non des microtubules) au sein de la cellule et au cours du cycle. Par 
exemple, chez S. pombe, l’expression d’Alp4 (Dgrip84) étiquetée avec des séquences de 
localisation différentes conduit à des fonctions différentes de la protéine au cours du cycle. La 
protéine Alp4 nucléaire est essentielle dans la progression du cycle cellulaire au niveau de la 
transition G2/M tandis que la fraction d’Alp4 cytoplasmique est importante pour le contrôle 
de la position du noyau et de la polarité cellulaire en interphase (Masuda et al., 2006). 
La tubuline γ sous forme de complexes se localise à divers endroits, cela nécessite une 
régulation de l’assemblage des complexes et un contrôle strict de leur recrutement. 
2.4. Assemblageetrecrutementdescomplexes
In vitro, les γ-TuRCs peuvent être désassemblés en petits complexes en présence de sel 
(500 mM de NaCl) et réassemblés après élimination du sel (Akashi et al., 1997; Martin et al.,
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Figure 19: Assemblage des complexes de tubuline γ de drosophile. Les extraits protéiques  prépa-
rés à partir de lysats de cellules S2 contrôles ou traitées RNAi sont centrifugés sur un gradient de 
sucrose ( 5% à 40%). Les fractions solubles sont déposées sur un gel SDS/PAGE, transférées et révé-
lées avec des anticorps contre la tubuline γ et les protéines associées. A) Après déplétion de Dgrip75, 
les protéines ne s'assemblent plus en γ-TuRC par contre la tubuline γ, Dgrip84 et Dgrip91 sont 
toujours présents sous forme de γ-TuSC. B) La déplétion de Dgp71WD n'affecte pas la formation 
d'un complexe de la taille d'un γ-TuRC (Vérollet et al., 2006). 
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1998; Oegema et al., 1999). Dans la majorité des organismes, la tubuline γ et toutes les 
protéines grips qui lui sont associées sont nécessaires à la formation d’un γ-TuRC
(Gunawardane et al., 2000; Izumi et al., 2008; Martin et al., 1998; Xiong and Oakley, 2009; 
Zhang et al., 2000). Par exemple, dans les cellules de drosophile après déplétion des protéines 
grips spécifiques du γ-TuRC, seul le γ-TuSC est détectable sur gradient de sucrose (Verollet et 
al., 2006) (Figure 19 A). Par contre, ce n’est pas le cas chez S. pombe où les protéines Alp4 
(Dgrip84) ou Alp16 (Dgrip163) ne sont pas essentielles à l’assemblage d’un complexe de 
grande taille (Fujita et al., 2002; Vardy and Toda, 2000). 
Etonnamment, les protéines, Dgp71WD chez la drosophile et ses homologues chez les 
mammifères et chez le xénope, malgré le motif WD qui leur confère une structure propice aux 
interactions, ne sont pas nécessaires à l’assemblage du γ-TuRC (Haren et al., 2006; Liu and 
Wiese, 2008; Verollet et al., 2006) (Figure 19 B). Par contre, elles sont importantes pour faire 
le lien entre le γ-TuRC et les protéines de recrutement. Il semble donc que la fonction des 
différentes protéines dans l’assemblage des complexes de tubuline γ diffère suivant 
l’organisme et la nature de la protéine. 
Ces différences de rôle des protéines associées à la tubuline γ dans l’assemblage se 
retrouvent aussi au niveau de leur rôle dans le recrutement des complexes. Chez la drosophile, 
chez S. pombe et chez A. nidulans, la tubuline γ en complexe avec Dgrip84 et Dgrip91 (ou 
leurs homologues) peut être recrutée au centrosome indépendamment des autres protéines des 
complexes (Venkatram et al., 2004; Verollet et al., 2006; Xiong and Oakley, 2009). En effet, 
dans les cellules S2 de drosophile, après déplétion des protéines spécifiques du γ-TuRC
(Dgrip75, Dgrip128, Dgip163 ou Dgp71WD), l’équipe a montré que les protéines du γ-TuSC
sont toujours présentes aux pôles du fuseau mitotique mais en quantité plus faible, même si 
leur présence sur les microtubules du fuseau n’est plus détectée (Verollet et al., 2006). Dans 
les cellules de mammifères, Nedd1, qui n’est pas indispensable à l’assemblage du γ-TuRC, est 
essentiel pour l’adressage du complexe au centrosome (Haren et al., 2006; Luders et al.,
2006). De même, des études récentes révèlent que les dernières protéines du γ-TuRC
identifiées chez les mammifères, Mozart 2A/B, ne sont pas requises pour la formation du γ-
TuRC mais seraient nécessaires à leur recrutement au niveau du centrosome en interphase 





De nombreuses protéines et complexes protéiques participent à l’attachement du γ-
TuRC aux centrosomes, aux SPBs, aux microtubules ou aux autres organelles. Les principales 
protéines impliquées sont la ninéine, AKAP450/CG-NAP, péricentrin/kendrin, 
CDK5RAP2/centrosomine, GMAP210, Augmine chez les animaux, Spc110p et Spc72p chez 
S. cerevisiae, et Mto1p, Msd1 et Pcp1 chez S. pombe.
Chez S. cerevisiae, le γ-TuSC est ancré au niveau de la plaque interne du SPB par 
Spc110p et au niveau de la plaque externe par Spc72p (Knop and Schiebel, 1997). Deux 
orthologues de Spc110p ont été identifiés chez S. pombe, Pcp1 (péricentrin like protein) et 
Mto1p, qui sont eux aussi impliqués dans le recrutement du γ-TuSC au SPB. 
Dans les cellules animales, l’ancrage des complexes de tubuline γ se fait en général via
de grosses protéines de structure du PCM comme la péricentrine, AKAP450/CG-NAP, ninein 
et ninein-like protein (NLP) (Casenghi et al., 2003; Delgehyr et al., 2005; Kawaguchi and 
Zheng, 2004; Takahashi et al., 2002; Zimmerman et al., 2004). La localisation de certaines de 
ces protéines est dépendante du type cellulaire. Par exemple, la ninéine se localise au niveau 
du centriole père et ancre le γ-TuRC au centrosome en interphase dans les cellules de 
mammifères (Delgehyr et al., 2005). Au cours de la différenciation musculaire, la ninéine se 
relocalise avec la tubuline γ et la péricentrine autour de l’enveloppe nucléaire (Bugnard et al.,
2005). Les protéines responsables de l’attachement du γ-TuRC au centrosome peuvent aussi 
avoir le même rôle à des localisations différentes au sein d’une cellule. En effet, AKAP450 et 
CDK5RAP2 permettent l’attachement du γ-TuRC au niveau centrosomal mais aussi au niveau 
de l’appareil de Golgi (Fong et al., 2008; Rivero et al., 2009; Wang et al., 2010). Dans la 
levure à fission, Mto1p et Pcp1 sont impliquées dans le recrutement du complexe de tubuline 
γ au SPB (Fong et al., 2010; Sawin et al., 2004; Venkatram et al., 2004), tandis que le 
complexe Mto1, en interaction avec Mto2, permet l’ancrage de la tubuline γ sur les 
microtubules préformés et contribue ainsi à la régulation du réseau de microtubules 
interphasiques (Janson et al., 2005; Samejima et al., 2005; Venkatram et al., 2004). 
La tubuline γ est aussi localisée à des sites non centrosomaux par l’intermédiaire de 
protéines non centrosomales. La présence de la tubuline γ aux kinétochores est dépendante du 




qu’Augmine est le complexe responsable du recrutement du γ-TuRC le long des microtubules 
du fuseau. Les protéines de ce complexe (Dgt2-6) ont été caractérisées en 2007 lors d’un 
crible RNAi pour identifier des protéines impliquées dans la morphologie du fuseau dans les 
cellules S2 de drosophile en culture (Goshima et al., 2007). Elles participent au recrutement 
de la tubuline γ le long des microtubules du fuseau. Des expériences complémentaires ont 
permis de montrer que ce complexe est constitué d’au moins huit sous-unités chez la 
drosophile (Dgt2-6, Wac, Msd1) et chez les mammifères (Haus1-8) (Goshima et al., 2008; 
Lawo et al., 2009; Meireles et al., 2009; Uehara et al., 2009; Wainman et al., 2009). 
2.6. Phénotypes obtenus après altération des fonctions des
protéinesassociéesàlatubulineγ
La fonction de la tubuline γ et de ses protéines associées a été largement étudiée en 
utilisant différentes approches telles que des mutations de gènes, des déplétions, ou des 
surexpressions qui ont abouti à la caractérisation de phénotypes caractéristiques. 
2.6.1. Effetsurlaviabilité
La tubuline γ est une protéine essentielle à la viabilité. En effet, sa perte de fonction 
induit une létalité chez les champignons, la drosophile et les mammifères (Horio et al., 1991; 
Oakley et al., 1990; Sobel and Snyder, 1995; Sunkel et al., 1995; Yuba-Kubo et al., 2005). 
Chez la drosophile, deux gènes de tubuline γ sont exprimés, la tubuline γ23C ubiquitaire et la 
tubuline γ37CD spécifiquement exprimée dans l’ovogénèse et les embryons précoces 
(Tavosanis et al., 1997; Wilson et al., 1997). Un mutant nul de la tubuline γ37CD est viable 
mais produit des femelles stériles. Par contre, la tubuline γ23C est essentielle à la viabilité. 
Dans les cellules S2, la tubuline γ23C est exprimée majoritairement. La déplétion ou la 
surexpression de la tubuline γ est létale dans les cellules humaines ou de drosophile en culture 
(Joshi et al., 1992; Raynaud-Messina et al., 2004; Shu and Joshi, 1995). 
Comme pour la tubuline γ, la perte de fonction des gènes codant pour les protéines du 
γ-TuSC est létale chez la drosophile et chez les levures (Barbosa et al., 2003; Barbosa et al.,
2000; Colombie et al., 2006; Geissler et al., 1996; Knop et al., 1997; Vardy and Toda, 2000; 
Figure 20: Défauts d'organisation du fuseau mitotique observés après déplétion de la 
tubuline γ23C par RNAi dans des cellules S2 de drosophile en culture. A. Cellules 
contrôles. B-D. Cellules traitées par RNAi contre la tubuline γ. A -C. Les microtubules 
sont marqués en rouge, la tubuline γ en vert et les chromosomes en bleu.  Les fuseaux dans 
des cellules contrôles sont bipolaires et possèdent des microtubules astraux (têtes de 
flèches blanches). La tubuline γ est présente aux pôles et sur les microtubules du fuseau. 
Après déplétion de la tubuline γ, les fuseaux sont monopolaires (B) ou bipolaires avec des 
pôles non focalisés. Les microtubules astraux sont absents (C). D. Les cellules s'accumu-
lent en prométaphase avec un marquage fort du marqueur du point de contrôle mitotique 
BubR1. Les microtubules sont marqués en rouge et BuBR1 en vert (Raynaud et al., 2004). 
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Venkatram et al., 2004). Par contre chez S. pombe et chez A. nidulans, les protéines 
spécifiques du γ-TuRC comme Alp16 (Dgrip163) et Gfh1 (Dgrip75) ne sont pas essentielles à 
la viabilité (Fujita et al., 2002; Venkatram et al., 2004; Xiong and Oakley, 2009). De même 
chez la drosophile, les mutants Dgrip75, Dgrip128 et Dgp71WD sont viables, présentent peu 
d’aneuploïdie mais sont stériles (Schnorrer et al., 2002; Verollet et al., 2006; Vogt et al.,
2006).
Ces résultats suggèrent que les protéines du γ-TuSC sont essentielles pour la viabilité 
alors que les protéines spécifiques du γ-TuRC ne le sont pas chez la drosophile et chez S.
pombe. Chez les mammifères, l’isoforme ubiquitaire de tubuline γ (TUBG1) est essentielle 
mais aucune étude n’a été réalisée pour les protéines associées (Yuba-Kubo et al., 2005). 
2.6.2. Effetsurl’organisationdufuseauenmétaphase
La déplétion de la tubuline γ induit une augmentation de l’index mitotique résultant de 
la présence de défauts sévères dans l’organisation du fuseau mitotique (Horio et al., 1991; 
Martin et al., 1997; Paluh et al., 2000; Raynaud-Messina et al., 2004; Sobel and Snyder, 
1995; Spang et al., 1996; Strome et al., 2001; Sunkel et al., 1995). Par exemple, dans les 
cellules S2 de drosophile, la déplétion par RNAi de la tubuline γ induit une augmentation de 
l’index mitotique d’environ 5 fois. Dans ces conditions, 60% des fuseaux présentent une 
morphologie monopolaire en forme de rosette ou de demi-fuseau. Les fuseaux restants sont 
des fuseaux bipolaires allongés ou en « tonneau » c'est-à-dire avec des pôles mal focalisés 
(Figure 20). La plupart de ces fuseaux sont dénudés de microtubules astraux (Raynaud-
Messina et al., 2004). De plus, dans ces cellules, on observe des défauts d’alignement des 
chromosomes en métaphase et la présence de Bub1 aux kinétochores indiquant une activation 
prolongée et anormale du point de contrôle mitotique. De même, la perte de fonction de la 
tubuline γ chez S. pombe, chez A. nidulans et chez C. elegans affecte l’alignement correct et 
la ségrégation des chromosomes (Paluh et al., 2000; Prigozhina et al., 2004; Strome et al.,
2001). Dans les embryons chez C. elegans, suivant le niveau de déplétion de la tubuline γ, les 
fuseaux sont soit bipolaires avec des microtubules astraux longs et une faible densité de 
microtubules kinétochoriens soit monopolaires (Strome et al., 2001). Toutes ces anomalies 
engendrent une mauvaise séparation des chromosomes, entraînant de l’aneuploïdie dans les 
différents mutants de tubuline γ (Horio et al., 1991; Marschall et al., 1996; Spang et al., 1996; 
Sunkel et al., 1995). La perte de fonction des deux protéines associées à la tubuline γ dans le 
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Figure 21: Défauts d'organisation du fuseau mitotique observés après déplétion de 
Dgrip75 par RNAi dans des cellules S2 de drosophile en culture. A. Cellules contrôles. 
B. Cellules traitées par RNAi contre  Dgrip75. Les microtubules sont marqués en rouge, 
la tubuline γ en vert et les chromosomes en bleu. Après déplétion de Dgrip75, la tubuline γ
n'est plus détectable sur les microtubules du fuseau mais est toujours présente aux pôles. 
Dans ces cellules, la majorité des fuseaux sont bipolaires et possèdent des microtubules 
astraux. La déplétion de Dgrip75 induit des fuseaux allongés par rapport aux fuseaux 
contrôles. Barre, 5 μm. (Vérollet et al., 2006). 
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γ-TuSC chez la drosophile et chez les levures entrainent des défauts similaires (Barbosa et al.,
2000; Colombie et al., 2006; Geissler et al., 1996; Knop et al., 1997; Sunkel et al., 1995; 
Vardy and Toda, 2000) même si ils ont été caractérisés plus superficiellement. Ainsi les 3 
protéines du γ-TuSC jouent un rôle majeur dans l’organisation d’un fuseau fonctionnel. 
Le rôle des protéines spécifiques du γ-TuRC dans l’organisation des microtubules a 
été abordé pour la première fois chez S. pombe. Les cellules mutantes pour Gfh1 (Dgrip75) 
présentent des défauts de polarité cellulaire et d’orientation du fuseau mais l’organisation 
globale du fuseau n’est pas affectée. Seul un détachement des microtubules astraux au niveau 
du SPB est observé suggérant un rôle de Gfh1 dans leur ancrage (Venkatram et al., 2004). Le 
mutant dans le gène codant la protéine Alp16 (Dgrip163) ne présente pas de défauts 
mitotiques visibles mais une sensibilité aux drogues qui déstabilisent les microtubules (Fujita
et al., 2002). De même chez A. nidulans, aucun défaut mitotique n’a été relevé en l’absence 
des protéines spécifiques du γ-TuRC (Xiong and Oakley, 2009). 
Comme dans ces organismes, dans les cellules S2 de drosophile, les phénotypes 
observés après déplétion des protéines spécifiques du γ-TuRC sont moins sévères que ceux 
obtenus en absence du γ-TuSC (Verollet et al., 2006). En effet, les figures mitotiques 
obtenues sont majoritairement des fuseaux bipolaires mais anormalement allongés et avec une 
densité plus faible de microtubules (Figure 21). Les pôles sont correctement focalisés et 
munis de microtubules astraux. Les défauts obtenus sont identiques à ceux obtenus après 
déplétion du complexe Augmine (complexe d’ancrage du γ-TuRC au niveau des microtubules 
du fuseau, voir § introduction.2.5) (Goshima et al., 2008). La protéine Dgp71WD semble 
avoir un rôle différent des protéines à motif « grip » spécifiques du γ-TuRC. Chez la 
drosophile, la mutation du gène codant la protéine Dgp71WD induit des fuseaux 
monopolaires et 12% d’aneuploïde (Verollet et al., 2006).
Chez les mammifères, seul le rôle de la protéine à motif WD a été étudié. Dans les 
cellules Hela, la déplétion de Nedd1 induit une augmentation d’environ 10 fois de l’index 
mitotique avec un arrêt des cellules en prométaphase présentant majoritairement des fuseaux 
monopolaires (Haren et al., 2006; Luders et al., 2006). De même, dans des extraits de xénope, 
l’absence de XNedd1 conduit à une diminution du nombre de fuseaux bipolaires et à la 




Le rôle des protéines associées dans l’organisation du fuseau est complexe. Des 
différences de phénotypes sont observées entre les protéines du γ-TuRC dépendant de 
l’organisme. 
Dans des cellules acentrosomales, les microtubules sont nucléés à partir de la 
chromatine pour organiser un fuseau bipolaire capable de séparer correctement les 
chromosomes. Bien que la tubuline γ semble jouer un rôle dans l’assemblage et la 
maintenance du fuseau mitotique dans plusieurs organismes, son rôle dans les fuseaux 
anastraux sans centrosomes est plus incertain. L’analyse des mutants de tubuline γ37CD (qui 
affecte spécifiquement les ovocytes et les jeunes embryons de drosophile) a permis de 
conclure que la tubuline γ joue un rôle essentiel dans la nucléation des microtubules pour 
l’assemblage du fuseau anastral de la méiose I de l’ovocyte (Tavosanis et al., 1997). De 
manière conflictuelle, une autre étude sur les mêmes mutants conclut que la tubuline γ n’est 
pas requise pour la formation du fuseau méiotique I (Wilson and Borisy, 1998). De plus, 
plusieurs équipes ont tenté de déterminer la localisation de la tubuline γ37CD par 
immunofluorescence au cours de la méiose I sans y parvenir (Skold et al., 2005; Tavosanis et 
al., 1997). Chez la drosophile, les mutants de protéines spécifiques du γ-TuRC sont viables 
mais les femelles sont stériles (Schnorrer et al., 2002; Verollet et al., 2006; Vogt et al., 2006). 
Dans les ovocytes des mutants Dgrip75 ou Dgrip128, la formation du fuseau anastral en 
méiose I semble correcte par contre la méiose II est perturbée avec absence du pôle commun 
entre les deux fuseaux (Vogt et al., 2006). Dans les ovocytes de mammifères, la déplétion de 
Nedd1 (Dgp71WD) induit un arrêt des cellules en métaphase I et 50% d’aneuploïdie (Ma et 
al., 2010). 
Les γ-TuSCs sont nécessaires à une organisation des microtubules en fuseau bipolaire  
avant la ségrégation des chromosomes. Les protéines spécifiques du γ-TuRC ne sont pas 
indispensables pour l’organisation du fuseau dans des divisions centrosomales mais 
pourraient devenir essentielles pour cette fonction en absence de centrosomes. 
2.6.3. Effetsurlacytocinèse
La perte de fonction de la tubuline γ perturbe aussi l’organisation des microtubules 
dans les stades post-métaphasiques. In vivo, les spermatocytes de drosophile possèdent une 
point contrôle mitotique moins stringent permettant l’étude des phases tardives de la mitose. 




central est mal organisé et conduit à une absence de cytocinèse ou une cytocinèse asymétrique 
(Barbosa et al., 2003; Colombie et al., 2006; Sampaio et al., 2001). Chez Arabidopsis, la 
déplétion de l’homologue de Dgrip75 induit aussi une cytocinèse abortive (Kong et al., 2010). 
Ces défauts pourraient provenir soit d’un rôle direct de la tubuline γ dans la cytocinèse soit 
être la conséquence d’anomalies plus précoces dans l’organisation du fuseau mitotique. Les 
expériences d’injection d’ARN anti-sens ou d’anticorps dirigés contre la tubuline γ dans les 
cellules de mammifères en anaphase qui induisent des défauts de cytocinèse suggèrent un rôle 
direct de la tubuline γ dans la formation du fuseau central (Julian et al., 1993; Shu et al.,
1995). De même, des expériences de repolymérisation des microtubules du fuseau central 
après traitement nocodazole suggèrent un rôle essentiel du complexe Augmine dans la 
formation d’un fuseau central ce qui implique le γ-TuRC qui est recruté par le complexe 
Augmine (Uehara and Goshima, 2010). 
2.6.4. Effetsurleréseaudemicrotubulesinterphasiques
Chez S. cerevisiae, la déplétion de Tub4p induit des défauts dans l’organisation des 
réseaux de microtubules cytoplasmiques et nucléaires se traduisant par des défauts de 
migration du noyau, une mauvaise séparation des SPBs et des microtubules cytoplasmiques 
anormalement longs (Marschall et al., 1996; Sobel and Snyder, 1995; Spang et al., 1996). 
L’absence d’une protéine du γ-TuSC chez A. nidulans réduit dramatiquement le 
nombre de microtubules cytoplasmiques. Par contre, la déplétion des homologues des 
protéines grip spécifiques du γ-TuRC n’induit pas de défauts visibles d’organisation du réseau 
de microtubules cytoplasmiques (Xiong and Oakley, 2009). Il en est de même pour les 
mutants des gènes codant les homologues de Dgrip75 et Dgrip163 chez la levure à fission 
(Anders et al., 2006; Venkatram et al., 2004).
Dans les cellules S2 de drosophile, la déplétion par RNAi de la tubuline γ ou de 
Dgrip84 n’affecte ni l’organisation globale des microtubules, ni la quantité de polymères de 
tubuline (Colombie et al., 2006; Rogers et al., 2008). Les complexes de tubuline γ ne 
semblent pas être essentiels pour l’organisation des microtubules en interphase mais 





Chez la drosophile, le rôle de la tubuline γ et de deux protéines du γ-TuRC ont été 
étudiés au cours de l’ovogenèse. Les mutants tubuline γ37CD, Dgrip75 ou Dgrip163
présentent des défauts de localisation de l’ARN maternel bicoïd alors que la localisation 
d’autres déterminants maternels n’est pas affecté (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). 
Ces résultats suggèrent que les protéines du γ-TuRC soient impliquées dans l’assemblage de 
sous-réseaux de microtubules mais pas nécessaires à l’organisation globale du réseau 
microtubulaire. 
Les phénotypes observés après perturbation de la fonction des complexes de tubuline γ
ont permis de proposer des rôles multiples pour la tubuline γ et ses protéines associées. D’une 
manière générale, les phénotypes induits lors de la déplétion des protéines du γ-TuSC sont 
toujours plus sévères que ceux obtenus après inhibition des protéines spécifiques du γ-TuRC.
2.7. Fonction
De nombreux travaux ont permis d’étudier le rôle de la tubuline γ et ses protéines 
associées. Les complexes de tubuline γ jouent un rôle clé dans la nucléation et l’organisation 
des microtubules en particulier dans les cellules mitotiques. 
2.7.1. Nucléationdesmicrotubules
2.7.1.1. Nucléationinvitro
In vitro, la tubuline γ humaine interagit avec les microtubules et principalement avec 
l’extrémité moins. Elle co-sedimente de façon proportionnelle avec le nombre d’extrémités de 
microtubules présents. Cette interaction est spécifique et saturable avec une stœchiométrie de 
12,6 ± 4,6 molécules par microtubule, ce qui correspond au nombre de protofilaments dans un 
microtubule (Li and Joshi, 1995). In vitro, les tubulines α/β sont capables de polymériser 
spontanément pour former des microtubules. Cependant, l’ajout de tubuline γ monomérique 
purifiée à partir de lysats de réticulocytes humains catalyse cette nucléation en diminuant le 
Figure 22  : Comparaison entre l'activité de nucléation du γ-TuSC et du 
γ-TuRC. A-B. Champs représentatifs des tests de nucléation des microtubules 
in vitro. C. Quantification de la nucléation. L'activité de nucléation du 
γ-TuRC est de 80 à 100 fois plus importante que l'activité de nucléation spon-
tanée par la tubuline en solution (B). Dans ces conditions, l'activité de nucléa-
tion du γ-TuSC est seulement de 2 à 3 fois  plus importante que l'activité de 





















temps de latence et la concentration critique de tubuline α/β nécessaire (Leguy et al., 2000). 
Ces expériences suggèrent un rôle de la tubuline γ dans la nucléation in vitro.
Le γ-TuRC a aussi la capacité de nucléer des microtubules in vitro en dessous de la 
concentration critique d’assemblage de la tubuline α/β (Zheng et al., 1995). Il a également la 
capacité de s’associer avec l’extrémité moins des microtubules et de diminuer la dynamique 
de cette extrémité (Keating and Borisy, 2000; Moritz et al., 2000; Wiese and Zheng, 2000; 
Zheng et al., 1995). Le γ-TuSC peut aussi nucléer des microtubules et stabiliser l’extrémité 
moins mais de façon moins efficace que le γ-TuRC (Gunawardane et al., 2000; Oegema et al.,
1999; Vinh et al., 2002) (Figure 22). 
Le rôle des complexes de tubuline γ dans la nucléation des microtubules in vitro a 
aussi été mis en évidence dans des systèmes d’extraits d’œuf de xénope. Dans ce système, des 
centrosomes fonctionnels sont créés grâce à l’apport d’une part des centrioles de 
spermatozoïdes et d’autre part des protéines d’origine maternelle présentes dans l’œuf. Les 
têtes de spermatozoïdes incubées dans un extrait déplété de tubuline γ ou des homologues de 
Dgrip75 et Dgrip163 ne sont plus capables de nucléer (Fava et al., 1999; Félix et al., 1994; 
Stearns and Kirschner, 1994; Zhang et al., 2000). Contrairement aux protéines grips, XNedd1 
(Dgp71WD) ne semble pas essentielle pour la nucléation centrosomale des microtubules, ce 
qui est en accord avec un recrutement de la tubuline γ au centrosome indépendamment de 
XNedd1 dans des extraits de xénope (Liu and Wiese, 2008). Des essais comparables ont été 
réalisés sur des centrosomes de drosophile isolés. Un traitement des centrosomes à l’iodure de 
potassium permet d’extraire les protéines du PCM, dont la tubuline γ et diminue donc la 
formation d’asters de microtubules. Lorsque ces centrosomes traités sont incubés dans un 
extrait d’embryon de drosophile, le recrutement de la tubuline γ est restauré ainsi que 
l’activité de nucléation. Par contre, la déplétion de la tubuline γ de cet extrait empêche 
l’activité des centrosomes (Moritz et al., 1998). De même, la renucléation des microtubules 
après traitement au froid est bloquée par la présence d’anticorps dirigés contre GCP3 
(Dgrip91) sur des centrosomes isolés de mammifères (Tassin et al., 1998). 
Deux modèles de nucléation des microtubules par le γ-TuRC ont été proposés (Figure 
23). D’une part, le modèle du « moule » suppose une interaction latérale des tubulines γ pour 
former un anneau sur lequel les dimères de tubuline α/β vont être ajoutés en formant des 
contacts longitudinaux avec la tubuline γ pour assembler le microtubule (Oakley, 1995; Zheng
Figure 23 : Les deux modèles de nucléation des microtubules par le γ-TuRC.
A. Dans le modèle de moule (template model), les sous-unités tubuline γ adjacentes
présentent  des contacts latéraux (Oakley et al., 1995). B. Dans le modèle du protofi-
lament, les unités de tubuline s'associent longitudinalement en créant des contacts 
tête à queue (Erickson et al., 2000). La poche GTP de la tubuline γ est indiquée en 
rouge (d' après Wiese et Zheng, 2006).




et al., 1995). D’autre part, le modèle du protofilament propose que les tubulines γ
interagissent longitudinalement pour former un protofilament incurvé. L’addition latérale de 
dimères de tubuline α/β et l’association de protofilaments multiples conduiraient à un 
microtubule (Erickson, 2000; Erickson and Stoffler, 1996). Plusieurs expériences sont en 
faveur du modèle du « moule ». Premièrement, des études par microscopie électronique 
montrent que le γ-TuRC coiffe l’extrémité moins des microtubules chez la drosophile ou le 
xénope (Keating and Borisy, 2000; Moritz et al., 2000; Wiese and Zheng, 2000). 
Deuxièmement, la cristallisation de la tubuline γ révèle la possibilité de contacts latéraux entre 
des tubulines γ (Aldaz et al., 2005). Troisièmement, récemment il a été montré in vitro une 
association des γ-TuSC sous forme d’anneau en absence de microtubules et de protéines 
spécifiques du γ-TuRC. Dans ces complexes reconstitués, seul le site de contact de la tubuline 
γ qui permet des interactions longitudinales est exposé (Kollman et al., 2010). 
2.7.1.2. Nucléationincelluloetinvivo
L’activité de nucléation des complexes de tubuline γ a aussi été testée in cellulo et in
vivo. Dans les cellules de mammifères, l’injection d’anticorps dirigés contre la tubuline γ ou 
GCP3 (Dgrip91) inhibe la repolymérisation des microtubules interphasiques après 
dépolymérisation au froid ou au nocodazole (Joshi et al., 1992; Tassin et al., 1998). De la 
même manière, les cellules de mammifères injectées avec des anticorps dirigés contre la 
tubuline γ ou des ARN anti-sens, avant ou pendant la mitose ne sont plus capables de former 
un fuseau central fonctionnel (Julian et al., 1993; Shu et al., 1995). Ces résultats suggèrent un 
rôle de la tubuline γ dans la nucléation des microtubules tout au long du cycle cellulaire. De 
plus, la surexpression d’environ 120 fois de la tubuline γ induit la présence de sites ectopiques 
de nucléation dans le cytoplasme avec quelquefois l’apparition de filaments de tubuline γ
(Shu and Joshi, 1995). Des mutations dans les gènes codant Dgrip84 et Dgrip91 ou leurs 
homologues chez les levures entraînent une diminution de la densité des microtubules 
comparable à celle observée après mutation du gène codant la tubuline γ (Barbosa et al.,
2000; Colombie et al., 2006; Geissler et al., 1996; Knop et al., 1997; Vardy and Toda, 2000; 
Zimmerman and Chang, 2005). Chez C. elegans, la déplétion de la tubuline γ ou de Cegrip1 
(homologue de Dgrip91) induit une diminution de la densité de microtubules et un retard de 
nucléation des microtubules après un traitement au froid (Hannak et al., 2002). Des études 
comparables dans les cellules humaines montrent que la déplétion de Nedd1 (Dgp71WD) 















Figure 24: Expériences de retour de fluorescence sur des cellules S2-
α-GFP contrôles ou déplétées de Dgt5. Les cellules sont arrêtées en 
métaphase et la moitié du fuseau est "photoblanchi" à t=0. L'intensité 
relative de la GFP pour un demi-fuseau est mesurée au cours du temps 
(graphe). Contrairement aux cellules contrôles (courbe bleue) ou aux 
cellules déplétées Cnn (courbe verte) où le retour de fluorescence est 
complet, en absence de Dgt5 (courbe rose), le retour de fluorescence est 
partiel et se fait majoritairement au niveau des kinétochores (flèches 




induit un retard de nucléation des microtubules au niveau des centrosomes et de la chromatine 
(Luders et al., 2006). Ces résultats suggèrent que les complexes de tubuline γ sont les centres 
nucléateurs cinétiquement dominants mais que des mécanismes complémentaires participent à 
l’assemblage des microtubules.  
La tubuline γ intervient aussi dans la nucléation à des sites non centrosomaux. 
L’immunodéplétion de la tubuline γ empêche la nucléation des microtubules via Ran et TPX2 
dans les extraits d’œufs de xénope et in vitro dans un essai d’assemblage à partir de tubuline 
α/β pure (Groen et al., 2004; Wilde and Zheng, 1999). TPX2 coprécipite et colocalise avec la 
tubuline γ, il serait nécessaire à son activation afin de nucléer les microtubules. De plus, 
Mahoney et al. ont analysé en temps réel les mécanismes de nucléation en mitose dans des 
cellules de drosophile exprimant la +TIP EB1 couplée à la GFP, en absence de centrosomes 
fonctionnels (déplétion par RNAi de la centrosomine) (Mahoney et al., 2006). En absence de 
tubuline γ, la densité des extrémités plus marquées EB1-GFP provenant des microtubules du 
fuseau et de la chromatine est réduite. Ceci suggère d’une part, que la tubuline γ est nécessaire 
à l’assemblage des microtubules issus de la chromatine et d’autre part, que la tubuline γ
associée aux microtubules du fuseau pourrait permettre la nucléation de microtubules 
(Mahoney et al., 2006). Par la suite, cette deuxième idée a été largement exploitée par 
d’autres études. Chez les mammifères et chez la drosophile, le γ-TuRC se localise au niveau 
des microtubules du fuseau grâce à son interaction avec le complexe Augmine. En effet, la 
déplétion du complexe Augmine conduit à une perte de la tubuline γ au niveau du fuseau mais 
pas au niveau du centrosome (Goshima et al., 2008; Uehara et al., 2009). Cette perte du γ-
TuRC le long du fuseau se traduit par une diminution de la densité de microtubules du fuseau. 
Des expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) au niveau des 
microtubules du fuseau indiquent un retard du retour de fluorescence après déplétion des 
sous-unités du complexe Augmine, les Dgts (Goshima et al., 2007)(Figure 24). Ce complexe 
le long des microtubules recruterait les γ-TuRCs qui permettraient la nucléation de nouveaux 
microtubules pour amplifier rapidement la masse de microtubules dans le fuseau. Chez la 
drosophile, le composant Dgt6 du complexe Augmine se lie aux microtubules naissants issus 
de la chromatine. D’une part, Dgt6 stabilise les microtubules en favorisant leur interaction 
avec le complexe Ndc80-Nuf2 et d’autre part, il favorise leur élongation via le recrutement 
des γ-TuRCs (Bucciarelli et al., 2009). Des expériences de dépolymérisation/repolymérisation 
des microtubules sur des cellules Hela ayant passé l’anaphase, montrent que le complexe 
Figure 25: Caractérisation des pôles avec différents marqueurs après déplétion 
de la tubuline γ23C par RNAi dans des cellules S2 de drosophile en culture. A.
Fuseaux monopolaires. B. Fuseaux bipolaires anormaux. Les microtubules sont 
marqués en rouge, les chromosomes en bleu et les protéines du pôle en vert. Les 
marquages verts correspondent aux protéines Asp, CP190 et CNN. En absence de 
tubuline γ, le marquage Asp est diffus ou ponctué, le marquage CP190 est affaibli 
(par rapport aux contrôles non représentés) et le marquage CNN est asymétrique 
ou/et ponctué (Raynaud et al., 2004).
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Dans la majorité des organismes étudiés et dans des modèles variés de nucléation, la 
déplétion de la tubuline γ induit une diminution de la densité de microtubules, ce qui est en 
accord avec un rôle dans la nucléation de microtubules (Horio et al., 1991; Marschall et al.,
1996; Martin et al., 1997; Oakley et al., 1990; Raynaud-Messina et al., 2004; Spang et al.,
1996; Strome et al., 2001; Sunkel et al., 1995). 
2.7.2. MaturationetduplicationdesMTOCs
Différentes études  montrent que la tubuline γ joue un rôle non seulement dans la 
maturation du centrosome de part sa localisation au PCM, mais aussi dans la structure et la 
duplication ducentrosome. Le rôle de la tubuline γ dans la duplication des centrioles a été bien 
caractérisé chez la paramécie, un organisme cilié qui présente de nombreux corps basaux, 
structures morphologiquement similaires aux centrioles. L’inactivation de la tubuline γ par 
micro-injection d’anticorps conduit à un arrêt de la duplication des centrioles (Ruiz et al.,
1999).
Chez la drosophile, in vivo et dans les cellules S2 en culture, la déplétion des protéines 
du γ-TuSC induit des fuseaux monopolaires et bipolaires présentant des MTOCs anormaux 
(Barbosa et al., 2000; Colombie et al., 2006; Raynaud-Messina et al., 2004; Sunkel et al.,
1995). Dans les cellules, après déplétion du γ-TuSC, le marquage par immunofluorescence de 
protéines centrosomales comme CP190 ou centrosomine (Cnn) permet de visualiser plusieurs 
points aux pôles du fuseau suggérant un nombre surnuméraire de centrosomes (Figure 25). 
Une analyse en microscopie électronique a permis de confirmer la présence de 3 ou 4 
centrioles par pôles. Cette configuration met en évidence une anomalie dans la duplication ou 
la séparation des centrioles en absence de γ-TuSC. De plus, ces centrioles sont plus courts que 
dans les cellules contrôles suggérant un rôle du γ -TuSC dans la morphogenèse de ces derniers 
(Raynaud-Messina et al., 2004). Cela est en accord avec la localisation de la tubuline γ aux 
centrioles. Les données obtenus chez S. cerevisiae rendent plus complexes l’interprétation des 
données obtenus chez la drosophile. Les analyses en microscopie électronique révèlent des 
défauts à la fois dans la duplication et la séparation des SPBs dans les mutants de perte de 
fonction de Spc97 (Dgrip84) mais pas ceux de Spc98 (Dgrip91) (Geissler et al., 1996; Knop
et al., 1997). Par conséquent, les deux protéines du γ-TuSC jouent probablement des rôles 




Augmine est nécessaire à la formation d’un fuseau central en cytocinèse (Uehara and 
Goshima, 2010). Le γ-TuRC le long du fuseau via le complexe Augmine permettrait 
d’amplifier le nombre de microtubules du fuseau nécessaire à une mitose correcte. Par contre, 
jusqu’à aujourd’hui aucune preuve ne permet de conclure entre une activité de nucléation ou 
de stabilisation (Goshima and Kimura, 2010). 
La tubuline γ observée au niveau de sites de branchements des microtubules 
cytoplasmiques, chez S. pombe et chez les plantes supérieures, permettrait aussi la nucléation 
d’un nouveau réseau de microtubules (Janson et al., 2005; Murata and Hasebe, 2007; Murata
et al., 2005). En effet, une mutation de mto2p (une protéine d’ancrage de la tubuline γ chez la 
levure à fission) empêche la croissance de microtubules cytoplasmiques après 
dépolymérisation des microtubules par le Methyl-benzidazole-Carbamate (MBC), poison des 
microtubules (Janson et al., 2005). De plus, l’incubation de membranes isolées de cellules 
issues de feuilles de tabac dans un extrait cytosolique permet de visualiser l’apparition des 
nouveaux microtubules formés à partir de points de tubuline γ localisés sur les microtubules 
préexistants avec un angle d’environ 40°. L’épuisement en tubuline γ de l’extrait cytosolique 
diminue d’environ quatre fois la formation de microtubules branchés (Murata et al., 2005). 
Une mutation de GCP2 qui affecte son interaction avec GCP3 perturbe aussi l’angle formé 
entre les microtubules préexistants et les nouveaux (Nakamura and Hashimoto, 2009). 
La tubuline γ participe aussi à la nucléation des microtubules à partir de l’enveloppe 
nucléaire comme dans des plantes et de certaines cellules différenciées (myotubes). En effet, 
l’incubation de noyaux de cellules de tabac isolés avec des anticorps dirigés contre la tubuline 
γ décroît fortement la nucléation des microtubules à partir de l’enveloppe nucléaire (Erhardt et 
al., 2002). D’autre part, au cours de la différenciation de myoblastes en myotubes, la tubuline 
γ se relocalise autour de l’enveloppe nucléaire. Dans ce système également, l’injection 
d’anticorps dirigés contre la tubuline γ empêche la renucléation des microtubules à partir de 
l’enveloppe nucléaire (Bugnard et al., 2005). 
En interphase, dans les cellules de drosophile en culture qui ne possèdent pas de 
centrosome actif, la déplétion de la tubuline γ induit un retard de nucléation des microtubules 
mais n’affecte pas la quantité finale de microtubules (Rogers et al., 2008). Ces résultats 
suggèrent une contribution de la tubuline γ dans la phase rapide d’initiation de l’assemblage 
des microtubules. 
Figure 26: Croissance d'un triplet de microtubule d'un pro-centriole.  Sous chaque 
image de cryomicroscopie électronique, un schéma de l'organisation des microtubules est 
représenté: le microtubule A est en violet, le microtubule B en rouge. et le C en vert. Le 
microtubule A est coiffé à l'une des extrémités. Le microtubule B se forme le long du 
microtubule A et le microtubule C à côté du microtubule B. Lorsque le pro-centriole est 
mature, les microtubules qui le composent sont de longueur identique et les extrémités 
sont libres. Barre, 20 nm (Guichard et al., 2010) 
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Chez C. elegans, la tubuline γ est aussi nécessaire à l’assemblage des centrioles. La 
tubuline γ organisée autour du centriole père dans le PCM serait nécessaire à la stabilisation 
du centriole fils naissant en facilitant la polymérisation de microtubules à sa surface 
(Dammermann et al., 2008; Dammermann et al., 2004).
Récemment, des études par cryomicroscopie ont permis d’étudier l’assemblage d’un 
pro-centriole dans des centrosomes isolés de lymphoblastes humains. Chaque microtubule des 
neuf triplets à l’intérieur du centriole croît indépendamment autour d’une structure centrale. 
Au sein d’un triplet, l’extrémité d’un microtubule A est coiffée par une structure conique et 
les microtubules B et C s’allongent successivement, de façon bidirectionnelle à partir de ce 
patron. Cette coiffe qui disparaît une fois le centriole mature ressemble à un γ-TuRC. Ces 
expériences suggèrent un rôle fondamental du γ-TuRC dans la formation du pro-centriole en 
nucléant le microtubule A qui sert de matrice pour l’élongation des microtubules B et C 
(Guichard et al., 2010) (Figure 26). Des études dans les cellules de mammifères renforcent 
cette idée. En effet, les fuseaux des cellules déplétées en tubuline γ ou Nedd1 présentent un 
seul centriole à chaque pôle au lieu de deux. Pour confirmer le rôle de ces protéines dans la 
duplication, des cycles multiples de duplication ont été induits en traitant les cellules par de 
l’aphidicoline pour les bloquer en phase S. Ce traitement induit une augmentation de la 
duplication des centrioles dans 84% des cellules contrôles. Par contre, en absence de tubuline 
γ, les cellules présentent au plus quatre centrioles (Haren et al., 2006). 
2.7.3. Dynamiquedesmicrotubules
Certaines données suggèrent que la tubuline γ régule la dynamique des microtubules. 
In vitro, la tubuline γ monomérique ou sous forme de complexes est capable de diminuer la 
dynamique d’assemblage et de désassemblage de l’extrémité moins des microtubules 
(Keating and Borisy, 2000; Leguy et al., 2000; Li and Joshi, 1995; Moritz et al., 1998; Wiese 
and Zheng, 2000; Zheng et al., 1995). In vivo, chez les levures, la tubuline γ joue aussi un rôle 
dans la dynamique de l’extrémité plus. En effet, chez S. pombe, des mutations dans les gènes 
codant la tubuline γ ou les homologues de Dgrip84, Dgrip91 et Dgrip163 entraînent un 
allongement des microtubules cytoplasmiques qui courbent au niveau du cortex (Fujita et al.,
2002; Marschall et al., 1996; Paluh et al., 2000; Sobel and Snyder, 1995; Spang et al., 1996; 
Vardy and Toda, 2000) suggérant une stabilisation de l’extrémité plus des microtubules. Ces 




(ThiaBendaZole ou TBZ). De plus, en interphase, une mutation dans le gène alp4 (Dgrip84) 
ou une surexpression d’un fragment C-terminal de la protéine induisent une stabilisation des 
microtubules avec diminution des catastrophes et augmentation du temps passé en pause 
(Masuda et al., 2006; Zimmerman and Chang, 2005). Chez S. cerevisiae, en mitose, 
l’expression d’une mutation dans les 4 derniers résidus du gène Tub4 induit une perte de la 
dynamique des microtubules astraux au niveau du bourgeonnement. Pour ces microtubules, 
on observe une augmentation du temps passé en pause et une diminution des fréquences de 
catastrophe et de sauvetage (Cuschieri et al., 2006). Ces mutants présentent aussi des défauts 
de positionnement du fuseau qui sont couplés à une absence de Bim1 (homologue d’EB1) au 
niveau des extrémités des microtubules. La surexpression de Bim1 restaure les défauts de 
positionnement du fuseau, suggérant que la tubuline γ affecte le recrutement d’EB1 à 
l’extrémité plus des microtubules. 
Ces expériences chez la levure ont permis de proposer que les protéines du γ-TuRC
seraient nécessaires à la dynamique de l’extrémité plus des microtubules en mitose et en 
interphase.
La fonction de la tubuline γ dans la dynamique des microtubules peut provenir de sa 
localisation le long des microtubules dans certains organismes ou de son interaction au 
MTOC avec des protéines régulatrices de la dynamique des microtubules comme les +TIPs. 
Des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes de régulation 
de la dynamique, et en particulier chez les eucaryotes supérieurs. 
2.7.4. Pointdecontrôlemitotique
La tubuline γ joue un rôle essentiel dans la nucléation, la dynamique et l’organisation 
des microtubules mais pourrait aussi jouer un rôle indépendant des microtubules dans la 
régulation du point de contrôle mitotique. L’expression d’un mutant de tubuline γ humaine 
chez S. pombe induit des fuseaux anormaux qui ne sont pas bloqués en mitose mais 
accomplissent une cytocinèse anormale (Hendrickson et al., 2001). De même, dans les 
mutants Alp4 (homologue de Dgrip84 chez la levure à fission) malgré la présence de fuseaux 
monopolaires, le SIN (septation initiation network) est activé conduisant à des septations 
précoces. Ces résultats établissent un nouveau rôle du γ-TuSC dans le contrôle du point de 




Des données chez la drosophile suggèrent un rôle direct du γ-TuRC dans l’activation 
du point de contrôle mitotique (Muller et al., 2006). Cependant, ces données ont été très 
controversées par la communauté scientifique (Taylor et al., 2007; Weaver and Cleveland, 
2007). En effet, il semble plus probable que les défauts de nucléation des microtubules 
obtenus après déplétion du γ-TuRC génèrent des problèmes d’attachement des kinétochores et 
que cela déclenche l’activation point de contrôle mitotique. 
Chez A. nidulans, une mutation sensible au froid du gène de tubuline γ, midAD159, 
entraîne des dysfonctionnements dans la coordination des événements tardifs de la mitose 
(anaphase A, anaphase B, et séparation des chromosomes). Ces cellules mutantes pour la 
tubuline γ ne sont pas totalement bloquées en mitose, bien que l’organisation des fuseaux soit 
anormale, et ce même lorsque les microtubules sont désassemblés par une drogue (MBC) 
(Prigozhina et al., 2004). Récemment, l’étude plus poussée de cette mutation a mis en 
évidence des défauts dans la régulation du cycle cellulaire indépendamment des défauts de 
nucléation des microtubules (Nayak et al., 2010). A des températures permissives, le mutant 
présente en phase S une population de noyau sans accumulation des protéines régulatrices 
cycline B, Cdk1, et Ancdc14 qui sont nécessaires à la progression dans le cycle cellulaire. Ces 
défauts proviendraient d’une absence d’inactivation du complexe APC/C. Ces résultats 
suggèrent que la tubuline γ joue un rôle dans l’inactivation du complexe APC/C après la sortie 
de mitose.  
Il est donc complexe de déterminer si le γ-TuRC joue un rôle dans l’activation ou/et 
l’inactivation du point de contrôle mitotique, de façon directe ou dépendante des 
microtubules. 
2.8. Régulationdelatubulineγ
La tubuline γ doit être régulée pour assurer ses différentes fonctions et localisations au 
cours du développement et du cycle cellulaire. La régulation de la tubuline γ peut provenir de 
la présence de gènes différents, de modifications post-traductionnelles ou bien d’une variation 




Chez Paramecium, Arabidopsis, la drosophile, la souris et l’homme, deux gènes 
codant pour la tubuline γ ont été découverts (Liu et al., 1994; Ruiz et al., 1999; Wilson et al.,
1997; Wise and Oakley, 1997; Yuba-Kubo et al., 2005). Chez la drosophile, il existe deux 
isotypes de tubuline γ : la tubuline γ23C ubiquitaire est essentielle à la viabilité et à 
l’organisation d’un fuseau mitotique et la tubuline γ37CD non essentielle est exprimée 
spécifiquement au cours de l’ovogenèse et dans les embryons précoces (Tavosanis et al.,
1997; Wilson et al., 1997). Les femelles présentant une mutation dans le gène γ37CD sont 
stériles alors qu’une mutation hypomorphe de γ23C n’affecte pas de façon globale 
l’organisation et la fonction des microtubules au cours de l’ovogenèse. La mutation des deux 
gènes entraîne des anomalies dans la prolifération des cellules germinales et la détermination 
de l’ovocyte (Tavosanis and Gonzalez, 2003). Les deux isotypes seraient donc partiellement 
redondants au cours de l’ovogenèse. Dans les cellules S2 de drosophile en culture (mon 
modèle d’étude), la tubuline γ23C largement majoritaire est recrutée au centrosome en mitose 
tandis que la tubuline γ37CD est très faiblement exprimée et sa quantité au centrosome n’est 
pas dépendante du cycle cellulaire (Raynaud-Messina et al., 2001).
Des analyses par électrophorèse mono et bi–dimensionnelle à partir d’extraits de 
cellules de mammifères ont permis la détection de 6 polypeptides correspondant à la tubuline 
γ, suggérant l’existence de modifications post-traductionnelles (Détraves et al., 1997). Chez S.
cerevisiae, la tubuline γ peut être phosphorylée sur une tyrosine conservée au niveau C-
terminal en phase G1 puis déphosphorylée en mitose. Une mutation phosphomimétique ou 
des délétions dans cette région C-terminale entraînent une augmentation du nombre et de la 
stabilité des microtubules (Vogel et al., 2001). Récemment, chez les mammifères, il a été 
montré que la tubuline γ est phosphorylée sur la serine 131 par la kinase SABD. L’expression 
de la forme phosphomimétique entraîne une augmentation du nombre de centrosomes tandis 
que celle d’une forme non phosphorylable empêche la duplication des centrosomes. La 
phosphorylation de la tubuline γ permettrait donc le contrôle de la duplication des 
centrosomes une seule fois par cycle (Alvarado-Kristensson et al., 2009). D’autre part, la 
tubuline γ est ubiquitinylée par BRCA1 dans les cellules de mammifères durant les phases S 
et G2. Cette ubiquitinylation induit une inhibition de la fonction de nucléation des 
microtubules au centrosome et bloque la surduplication des centrosomes (Parvin, 2009; 




Une autre possibilité pour réguler la fonction de la tubuline γ est de modifier ses 
partenaires protéiques. 
Chez la drosophile, la purification des complexes de tubuline γ à partir des cellules S2 
(γ23C) ou d’embryons (γ37CD) montrent que les γ-TuRCs présentent la même composition 
protéique. Toutefois, les tubulines γ23C et γ37CD s’associent avec des variants d’épissage de 
Dgrip84 distincts qui diffèrent de 74 acides aminés en C-terminal (Wiese, 2008). 
Chez S. cerevisiae, l’homologue de Dgrip91 est phosphorylé du coté nucléaire du SPB 
après la duplication des SPBs et nucléation des microtubules (Pereira et al., 1998). Le 
complexe de tubuline γ est donc régulé de façon différente au SPB du coté nucléaire et du 
coté cytoplasmique. 
Chez les mammifères, Nedd1 est phosphorylé en mitose. Sa phosphorylation sur la 
serine 418 est nécessaire au recrutement du γ-TuRC au niveau des microtubules du fuseau et 
pour son interaction avec le complexe Augmine (Luders et al., 2006). 
Malgré les nombreuses expériences réalisées sur les complexes de tubuline γ, de 
nombreuses facettes concernant leur fonction restent encore à explorer, en particulier pour les 




Avant le commencement de ma thèse, des différences fonctionnelles entre le γ-TuSC
et le γ-TuRC avaient été mises en évidence par l’équipe. Les protéines du γ-TuSC sont 
essentielles à la viabilité et à l’assemblage d’un fuseau mitotique fonctionnel (Colombie et al.,
2006; Raynaud-Messina et al., 2004). Par contre, les composants spécifiques du γ-TuRC ne 
sont pas essentiels à la viabilité, bien que nécessaires pour une progression optimale de la 
mitose (Anders et al., 2006; Fujita et al., 2002; Verollet et al., 2006; Vogt et al., 2006) ainsi 
que pour le déroulement de l’ovogenèse (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). 
Au sein de l’ovocyte de drosophile, des mutations des gènes codant les protéines du γ-
TuRC perturbent spécifiquement la relocalisation de l’ARNm bicoïd alors que les autres 
processus dépendant des microtubules au cours de l’ovogenèse ne sont pas affectés (Schnorrer
et al., 2002; Vogt et al., 2006). Ces résultats supposent une implication du γ-TuRC dans des 
fonctions spécialisées, comme l’organisation ou la dynamique de sous-populations de 
microtubules au cours de l’ovogenèse. D’autres études, menées essentiellement chez les 
champignons, suggèrent que la tubuline γ et les protéines associées puissent aussi participer à 
l’organisation et la dynamique des microtubules (Fujita et al., 2002; Marschall et al., 1996; 
Oakley and Oakley, 1989; Paluh et al., 2000; Spang et al., 1996; Vardy and Toda, 2000; 
Venkatram et al., 2004; Zimmerman and Chang, 2005). 
Nous avons recherché dans un modèle métazoaire si le rôle des complexes de tubuline 
γ était limité ou non à un rôle dans la nucléation. Nous nous sommes intéressés plus 
particulièrement au rôle potentiel de ces complexes dans la régulation de la dynamique des 
microtubules en interphase et en mitose.
Les cellules de drosophile ont été choisies comme modèle. Dans dans cette espèce, les 
complexes de tubuline γ sont bien caractérisés et la technique de déplétion par RNA 
interférent (RNAi) est très efficace. La stratégie adoptée a consisté à analyser les 
conséquences de la déplétion par RNAi des protéines spécifiques du γ-TuRC sur 
l’organisation du cytosquelette et la dynamique des microtubules au cours du cycle cellulaire.
Dans le premier chapitre, je présenterai les résultats obtenus sur la localisation et la 
fonction du γ-TuRC en interphase. Dans le second chapitre, j’aborderai d’une part la 
localisation et le recrutement du γ-TuRC sur les microtubules en mitose et d’autre part le rôle 
de ces protéines dans la dynamique des microtubules astraux ainsi que la détermination des 


















Peu d’études ont abordé le rôle des complexes de tubuline γ en interphase. Nous avons 
utilisé comme modèle les cellules de drosophile en culture qui ont la particularité d’organiser 
leur réseau de microtubules à partir de points cytoplasmiques multiples et non d’un centre 
unique, comme la majorité des cellules de mammifères. 
Voir Bouissou et al., J. Cell. Biol., 2009 
1.1. Régulationdesprotéinesdescomplexesdetubulineγ
(Bouissou et al., 2009; Figure supplémentaire 1) 
La déplétion de chacune des protéines du γ-TuSC engendre des phénotypes identiques 
chez la drosophile. Comme ces protéines agissent en complexe, les phénotypes obtenus 
peuvent provenir, soit de la formation d’un complexe incomplet non fonctionnel, soit d’une 
absence d’assemblage du complexe. L’inhibition de la tubuline γ ou Dgrip 84 ou Dgrip 91 
induit une perte de tous les complexes de tubuline γ alors qu’en absence d’une protéine 
« grip » spécifique du γ-TuRC, le γ-TuSC est encore assemblé et présent au centrosome 
(Verollet et al., 2006). Nous avons analysé par Western blot le niveau global des protéines 
après RNAi d’une des protéines associées à la tubuline γ. La déplétion d’une des protéines du 
γ-TuSC (tubuline γ, Dgrip84 ou Dgrip91) entraîne la diminution des deux autres protéines du 
complexe d’environ 85%. Par contre, la déplétion de chacune des protéines spécifiques du γ-
TuRC ou leur déplétion simultanée, n’a aucun effet sur le niveau global des protéines du γ-




indépendamment de l’assemblage du γ-TuRC dans les cellules de drosophile. Cette co-
régulation a été confirmée dans les cellules de mammifères en culture (données non publiées 
de l’équipe) et in vivo avec l’utilisation de mutants drosophile. 
Ces résultats de co-régulation, associés aux données biochimiques et fonctionnelles, 
mettent en avant la présence d’une entité minimale essentielle, le γ-TuSC.
1.2. Rôle du γTuRC dans la nucléation et l’organisation des
microtubuleseninterphase
(Bouissou et al., 2009; Figure 1) 
En interphase, les données fonctionnelles concernent majoritairement les protéines du 
γ-TuSC. Dans les cellules de mammifères où il y a un centre organisateur dominant, la perte 
du γ-TuSC induit un retard dans la re-nucléation des microtubules après dépolymérisation 
(Luders et al., 2006; Tassin et al., 1998). Nous avons déterminé la contribution, 
respectivement du γ-TuSC et du γ-TuRC, dans le processus de recroissance des microtubules 
en interphase dans les cellules de drosophile. 
L’utilisation d’une lignée S2 exprimant d’une manière stable la tubuline α-GFP, nous 
a permis de suivre en temps réel, la ré-apparition des microtubules dans une zone sous-
corticale de 6 μm, après désassemblage au froid. La déplétion de la tubuline γ ou de Dgrip84 
retarde d’environ 6-7 min la recroissance des microtubules périphériques alors que la 
déplétion de protéines spécifiques du γ-TuRC telles que Dgrip75 (ou Dgp71WD), ne modifie 
pas la cinétique de croissance des microtubules par rapport aux contrôles.  
De plus, aucune différence du ratio de la quantité de tubuline α soluble sur la quantité 
de tubuline polymérisée n’est détectable par Western blot après déplétion d’une protéine des 
complexes de tubuline γ. De même, l’absence de ces protéines n’affecte pas l’organisation 
globale des microtubules. En conclusion, dans notre modèle cellulaire, la tubuline γ et ses 
protéines associées dans le γ-TuSC sont impliquées dans les stades précoces de nucléation des 
microtubules mais ne sont pas indispensables à ce processus. Des expériences 




Quant aux γ-TuRCs, ils ne seraient pas essentiels à la nucléation et à l’organisation des 
microtubules en interphase. Ceci est en accord avec les données obtenues en mitose (Verollet
et al., 2006). Le γ-TuRC pourrait-il jouer un autre rôle au niveau des microtubules ? Des 
résultats obtenus chez les levures suggèrent un rôle des complexes de tubuline γ dans la 
dynamique des microtubules (Fujita et al., 2002; Vardy and Toda, 2000; Venkatram et al.,
2004; Zimmerman and Chang, 2005). Ces données m’ont conduit à rechercher si le γ-TuRC
jouait un rôle équivalent dans la régulation de la dynamique des microtubules dans les cellules 
de drosophile. 
1.3. RôleduγTuRCdansladynamiquedesmicrotubules
(Bouissou et al., 2009; Figure 2 et Figure supplémentaire 2) 
Pour étudier la dynamique des microtubules, des cellules S2 exprimant la tubuline α-
GFP cultivées sur concanavalineA sont filmées toutes les 2 secondes pendant 2 minutes. Dans 
ces conditions, il est possible de suivre les extrémités plus de microtubules individuels dans la 
zone sous-corticale. L’analyse des films a permis de déterminer arbitrairement deux classes de 
microtubules : d’une part, les microtubules persistants qui peuvent être suivis durant toute la 
durée du film et d’autre part, les microtubules transitoires qui apparaissent ou disparaissent de 
la zone pendant le film. Dans les cellules contrôles, seulement 20% des microtubules sont 
« transitoires » alors qu’après déplétion de la tubuline γ ou de protéines spécifiques du γ-
TuRC, cette population s’élève à plus de 70%. Nous avons déterminé les différents 
paramètres dynamiques des microtubules. Le paramètre le plus affecté après déplétion du γ-
TuRC est le temps passé en pause qui est diminué de moitié. De plus, dans ces cellules, la 
fréquence de catastrophe est deux fois plus élevée et la dynamicité qui représente l’échange 
global de tubuline α/β à l’extrémité plus du microtubule (distance parcourue par le 
microtubule en μm divisée par le temps) est doublée. Ces données soulèvent la question de 
savoir si le rôle du γ-TuRC dans la dynamique est limité aux extrémités plus des microtubules 
en contact avec les structures corticales, telles que le réseau d’actine cortical. Un traitement 
des cellules avec la latrunculineA pour dépolymériser toute l’actine filamenteuse dont l’actine 
sous-corticale, augmente la proportion de microtubules transitoires mais l’effet est moins 




sur la population de microtubules en contact avec le cortex. L’observation de zones sombres 
dans les microtubules-GFP dûes à l’incorporation irrégulière de tubuline-GFP et leur suivi en 
temps réel a permis de démontrer que c’est l’extrémité du microtubule proche du cortex qui 
est affectée, et non une translation du microtubule entier. Les défauts de dynamique, résultant 
de l’absence de γ-TuRC, peuvent être restaurés par la déplétion de la +TIP EB1, un facteur 
connu pour déstabiliser les microtubules en interphase chez la drosophile. 
Tous ces résultats mettent en évidence un rôle du γ-TuRC dans la dynamique des 
microtubules dans les cellules de drosophile, en tant que facteur de stabilisation de l’extrémité 
plus.
1.4. AnalysedelalocalisationduγTuRCeninterphase
(Bouissou et al., 2009; Figure 3) 
La découverte du nouveau rôle du γ-TuRC dans la régulation de la dynamique de 
l’extrémité plus, nous a mené à étudier sa localisation. Pour cela, j’ai utilisé des cellules de 
drosophile S2R+ pour leur capacité à s’étaler naturellement. Pour s’affranchir de la grande 
quantité de tubuline γ soluble, j’ai perméabilisé les cellules avant fixation. Dans ces 
conditions, une fraction de la tubuline γ est localisée le long des microtubules interphasiques. 
Cette localisation a été confirmée avec deux anticorps différents dirigés contre la tubuline γ et 
par deux méthodes de fixation (méthanol, paraformaldéhyde). Le marquage de la tubuline γ
disparaît après désassemblage des microtubules au froid mais pas après traitement 
latrunculineA, indiquant un marquage spécifique le long des microtubules. La localisation de 
Dgrip84 et Dgp71WD le long des microtubules et la perte de recrutement de la tubuline γ sur 
les microtubules après désassemblage du γ-TuRC, indiquent que cette localisation est 
dépendante du γ-TuRC. De plus, cette localisation a été observée dans les cellules vivantes 
exprimant de façon stable la tubuline γ-GFP, après induction de faisceaux de microtubules par 
un traitement avec des doses faibles de taxol. 
La tubuline γ se localise le long des microtubules interphasiques sous forme de γ-
TuRC. Par la suite, nous avons recherché par quel mécanisme la tubuline γ régule la 




1.5. Recherche d’une corrélation potentielle entre la localisation
de la tubuline γ et un changement de dynamique des
microtubules
(Bouissou et al., 2009; Figure 4 et Figure supplémentaire 3) 
Pour rechercher s’il existe une corrélation entre la localisation de la tubuline γ et un 
changement dans la dynamique des microtubules, j’ai réalisé un marquage de la tubuline γ
juste après avoir filmé les microtubules-GFP. J’ai classé les microtubules suivant leur 
comportement dynamique et la localisation des points de tubuline γ. Pour 85% des 
microtubules testés (n total=53), le point distal de tubuline γ correspond soit à une pause, soit 
à un repère au-delà duquel le microtubule ne dépolymérise plus. Cette étude suggère 
fortement que les complexes de tubuline γ liés aux microtubules agissent en tant que facteurs 
de stabilisation en limitant le nombre de catastrophes.
Dimitrov et al. ont montré que les îlots de tubuline GTP localisés le long des 
microtubules agissaient comme des facteurs de sauvetage (Dimitrov et al., 2008). Dans les 
cellules S2, bien que la tubuline γ et la tubuline GTP se localisent sur la majorité des 
microtubules, ces deux protéines ne colocalisent pas. 
En conclusion, ces résultats ont révélé un nouveau rôle pour le γ-TuRC dans la 
stabilisation de l’extrémité plus des microtubules en interphase dans les cellules de 
drosophile. Le γ-TuRC, présent le long des microtubules, représenterait un signal pause. 
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Introduction
The organization and dynamics of microtubules (MTs) are es-
sential for different cellular processes such as migration or divi-
sion. In animal cells, MT nucleation usually occurs at the 
centrosome, where G-tubulin plays a key role. This protein is 
organized in multiprotein complexes (Moritz et al., 1995; Zheng 
et al., 1995; Raynaud-Messina and Merdes, 2007). In Drosoph-
ila melanogaster, two main complexes have been characterized 
(Oegema et al., 1999). The G-tubulin small complex (G-TuSC) 
is composed of G-tubulin and two other proteins, Dgrip84 and 
-91. The G-tubulin ring complex (G-TuRC) is formed of G-TuSCs 
associated with additional grip motif polypeptides, Dgrip75, 
-128, and -163, and a WD motif protein, Dgp71WD. Com-
ponents of the G-TuSC are highly conserved in eukaryotes. 
Deletion of any G-TuSC subunit is lethal both in fungi and in 
Drosophila. This loss of function results in the accumulation of 
cells in mitosis, which is associated with defects such as mono-
polar spindles, impairment in centrosome maturation, and aneu-
ploidy (Oakley and Oakley, 1989; Sunkel et al., 1995; Knop and 
Schiebel, 1997; Barbosa et al., 2000; Colombié et al., 2006). In 
contrast, G-TuRC–specific grip motif proteins are nonessential 
for viability in yeast and in Drosophila (Fujita et al., 2002; 
Schnorrer et al., 2002; Anders et al., 2006; Vérollet et al., 2006; 
Vogt et al., 2006). Nevertheless, these grip proteins are neces-
sary for the assembly of the large complex, for efficient mitotic 
progression (Vérollet et al., 2006; Izumi et al., 2008), and for 
specialized functions such as the organization of MT subarrays 
during oogenesis (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). 
Analysis of the nongrip component Dgp71WD reveals that this 
protein regulates the function and targeting of the G-TuRC to 
the centrosome and along spindle MTs (Haren et al., 2006; 
Lüders et al., 2006).
The G-tubulin complexes are involved in the nucleation of 
MTs from centrosomes but also from chromatin and spindle 
MTs (Joshi et al., 1992; Sunkel et al., 1995; Knop and Schiebel, 
1997; Oegema et al., 1999; Wilde and Zheng, 1999; Wiese and 
Zheng, 2000; Goshima et al., 2008; Zhu et al., 2008). Addi-
tional observations in fungi suggest that G-tubulin and its part-
ners also affect the organization or dynamics of MTs (Oakley 
and Oakley, 1989; Paluh et al., 2000; Vardy and Toda, 2000; 
Fujita et al., 2002; Venkatram et al., 2004; Zimmerman and 
Chang, 2005; Masuda et al., 2006). To determine whether and 
 G -Tubulin is critical for the initiation and regulation of microtubule (MT) assembly. In Drosophila melano-gaster, it acts within two main complexes: the 
G-tubulin small complex (G-TuSC) and the G-tubulin ring 
complex (G-TuRC). Proteins specific of the G-TuRC, al-
though nonessential for viability, are required for efficient 
mitotic progression. Until now, their role during inter-
phase remained poorly understood. Using RNA interfer-
ence in Drosophila S2 cells, we show that the G-TuRC is 
not critical for overall MT organization. However, deple-
tion of any component of this complex results in an in-
crease of MT dynamics. Combined immunofluorescence 
and live imaging analysis allows us to reveal that the 
G-TuRC localizes along interphase MTs and that distal 
G-tubulin spots match with sites of pause or rescue events. 
We propose that, in addition to its role in nucleation, the 
G-TuRC associated to MTs may regulate their dynamics by 
limiting catastrophes.
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The G-TuRC contributes to the regulation 
of MT plus end dynamics
We then wondered whether the G-TuRCs influenced MT dy-
namics. Live analysis on GFP–A-tubulin S2 cells allowed us to 
classify MTs into two arbitrary classes (Fig. 2 A). MTs that 
could be tracked during the whole video (200 s) in the subcorti-
cal area (6 μm) were defined as persistent, whereas MTs that 
appeared or disappeared from this area during the recording 
period were defined as transient. In control cells, most of the MTs 
how G-TuRC proteins could influence MT dynamics, we deter-
mined dynamic parameters on individual MTs in Drosophila S2 
cells during interphase. For the first time in metazoan cells, we 
show that G-TuRCs contribute to the regulation of MT dynam-
ics, independently of their nucleation activity. The G-TuRCs 
localize along MTs, where they limit catastrophe events, thus 
enhancing MT stability.
Results and discussion
The G-TuRC is not critical for MT 
organization during interphase in 
Drosophila cells
Down-regulation of any G-TuSC component induces mitotic de-
fects. Because these proteins act in complexes, we wondered 
whether the depletion of one of these proteins affected the 
levels of its partners, as seen for other multiprotein complexes 
(Goshima et al., 2008). RNAi treatment against any G-TuSC 
protein (Dgrip84 or -91 or 23C G-tubulin, the major G-tubulin 
isotype in S2 cells) induced a decrease in the levels of the two 
others (Fig. S1 A, top). The levels of G-TuRC–specific compo-
nents were affected, but to a lower extent (Fig. S1 A, bottom). In 
contrast, when G-TuRC–specific components were individually 
or concomitantly depleted, the levels of the three G-TuSC pro-
teins were not significantly altered (Fig. S1 B, top). These experi-
ments support the idea that G-TuSC components are coregulated 
independently of the assembly of the large complex. We confirmed 
this coregulation in vivo using Dgrip84 or -75 or Dgp71WD 
mutants (Fig. S1 C). Among the G-TuRC–specific components, 
the levels of grip motif proteins also appeared to depend on 
each other (Fig. S1 B, bottom). These results are in agreement 
with a previous study in Drosophila ovaries (Vogt et al., 2006). 
To investigate the roles of G-tubulin and its associated proteins, 
we depleted G-tubulin as a marker of the G-TuSC, and Dgrip75 
or Dgp71WD as two representative proteins specific of G-TuRCs.
First, we clarified the role of G-tubulin complexes in MT 
nucleation and organization in S2 cells. As in other Drosophila 
cells, the interphase MT array is not organized from a unique or-
ganizing center. Down-regulation of G-tubulin induced a delay of 
Y6–7 min in the regrowth of peripheral MTs compared with 
control cells (Fig. 1, A [a–h] and B). As expected from G-TuSC 
protein coregulation, we obtained comparable results after treat-
ment with Dgrip84 RNAi (unpublished data). In contrast, after 
depletion of the G-TuRC–specific protein Dgrip75 (Fig. 1, A [i–l] 
and B) or Dgp71WD (not depicted), the growth kinetics of newly 
assembled MTs were indistinguishable from controls. Moreover, 
depletion of G-tubulin, Dgrip75, or Dgp71WD did not induce 
any significant modification in the mass of polymerized MTs or 
in the organization of the interphase MT cytoskeleton (Fig. 1 C; 
Raynaud-Messina et al., 2004; Colombié et al., 2006; Vérollet 
et al., 2006; Rogers et al., 2008). Thus, in Drosophila cells, it 
appears that the G-TuSC promotes initial phases of MT nucleation 
or polymerization, whereas the G-TuRC does not play a major 
role in these processes. However, none of these complexes seem 
critical for the steady-state organization of the interphase MT ar-
ray, suggesting that additional mechanisms function redundantly 
with G-tubulin complexes (Rogers et al., 2008).
Figure 1. G-TuSC promotes MT regrowth in interphase. (A and B) MT 
regrowth after cold-induced depolymerization. (A) Control (a–d), G-tubulin 
RNAi–treated (e–h), and Dgrip75 RNAi–treated (i–l) GFP–A-tubulin cells 
were incubated for 40 min at 4°C (t = 0), and MT regrowth at 24°C was 
followed over 50 min. The white lines indicate the cell outlines obtained 
from differential interference contrast images. (B) Graph showing the num-
ber (Nb) of newly assembled MTs per cell that reached the subcortical 
area. The double black bars in the graph indicate a change in the time 
scale. The graph is representative of at least three independent experi-
ments. Error bars indicate ±SD (n = 15–40 cells). (C) Solubility charac-
teristics of A-tubulin after G-tubulin (G-Tub) and Dgrip75 depletion. (top) 
40-μg protein extracts of control and RNAi-treated cells were centrifuged 
for 15 min at 10,000 g. The pellet (P) and the supernatant (S) were ana-
lyzed by Western blotting using antibodies against A-tubulin. For the three 
conditions (control, G-tubulin RNAi, or Dgrip75 RNAi), the ratio P/S was 
evaluated as Y1 ± 0.1 by densitometry quantification after ECL. (bottom) 
Taxol-, colchicine-, and cold-treated cells were used as solubility controls 
with ratios of 7.7, 0.2, and 0.15, respectively. Data are representative of 
three independent experiments. Bar, 5 μm.
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were persistent (Y90%). Dgrip75 depletion resulted in a de-
crease in this class (25%; Fig. 2 B and Video 1), suggesting that 
G-tubulin complexes act as MT-stabilizing factors. This effect 
on MT dynamics was even more noticeable on free MTs, prob-
ably because of severing activity. In control cells, the MT length 
was maintained or even elongated, whereas in G-TuRC–depleted 
cells, they rapidly disappeared (Video 2).
We randomly tracked MTs localized in the peripheral area, 
which contains internal MTs and MTs reaching the cell cortex 
(Brittle and Ohkura, 2005). These MTs alternated between 
growth and shrinkage states with dynamic parameters consistent 
with published data (Fig. 2, C and D; Rogers et al., 2002; Brittle 
and Ohkura, 2005; Sousa et al., 2007). In Dgrip75 RNAi–treated 
cells, the MT shrinkage rate was slightly higher (Fig. 2 C, left). 
We also noticed a significant increase in the frequencies of 
catastrophe, whereas rescues were not clearly affected (Fig. 2 D). 
The most striking difference was observed for the time spent in 
pause. Although pauses represented Y50% of the time in control 
cells, they dropped to 18% in Dgrip75-depleted cells (Fig. 2 C, 
right). Corroborating these data, the dynamicity, a parameter 
which reflects the overall exchange of tubulin with the MT 
ends (Rusan et al., 2001), was more than twofold increased in 
Dgrip75-depleted cells. Comparable results were obtained after 
RNAi treatment against Dgp71WD or a G-TuSC component 
(G-tubulin and Dgrip84; Fig. 2, B–D; and not depicted).
We treated with latrunculin A, a drug which depolymerizes 
actin, to test which MT population (cortical or internal) was af-
fected by G-TuRC depletion. This treatment had no effect on the 
phenotype induced by G-TuRC depletion, whereas it increased 
the proportion of transient MTs in control cells (Fig. S2 A). 
A simple explanation could be that the increase of MT dynamics 
after G-TuRC depletion induces a relaxation of the interactions 
between cortical MTs and lamellae. Nevertheless, we observed a 
differential effect between latrunculin A–treated control cells and 
G-TuRC–depleted cells, suggesting that the G-TuRC also acts on 
the dynamics of internal MTs (Fig. S2 A). To support the idea that 
the G-TuRC might contribute to MT stabilization, we showed that 
the depletion of EB1, a +TIP (plus end tracking protein) described 
to be an MT destabilization factor during interphase (Rogers 
et al., 2002), rescued the defects in MT dynamics induced by 
G-tubulin depletion (Fig. S2, B–D).
To determine whether the increase in MT dynamics was 
caused by altered plus end dynamics rather than resulting from 
translocation of entire MTs, we took advantage of the uneven incor-
poration of GFP–A-tubulin in the form of speckles. In cells depleted 
of Dgrip75 or G-tubulin, the MT plus ends were growing or shorten-
ing, whereas speckle positions oscillated around a constant value 
(Fig. 2 E, Video 3, and not depicted), showing that G-TuRCs play a 
role in the dynamics of MT plus ends. Our data indicate that, in ad-
dition to their well-characterized role in MT nucleation, G-TuRCs 
also influence MT plus end dynamics, acting as a pause factor.
The G-TuRC is localized along MTs  
during interphase
This observation led us to further investigate the localization 
of G-tubulin and associated proteins during interphase. De-
spite the large pool of G-tubulin in the cytoplasm (Fig. 3 A), 
Figure 2. Down-regulation of G-TuRC components enhances MT plus end 
dynamics. (A and B) MT behavior. (A, left) Low magnification of a con-
trol GFP–A-tubulin cell showing a persistent (pink dot) and a transient MT 
(green dot). The boxed area is magnified in the right panels. (right) High 
magnification of the two marked MTs over time. (B) Proportion of persistent 
and transient MTs (n > 150). Data are representative of four experiments. 
See Video 1. (C and D) Dynamic parameters. The life history of at least 
50 individual MTs (extracted from 15 independent cells) was analyzed to 
determine the dynamic parameters in control and G-tubulin–, Dgrip75-, 
and Dgp71WD-depleted cells. Bars indicate ±SD (four independent exper-
iments), and numbers in red are significantly different from controls (P95). 
(E) MT plus end dynamics. (left) High magnification after deconvolution of 
a growing (purple) and a shortening (blue) MT in Dgrip75 RNAi–treated 
cells. White arrowheads indicate sites of uneven GFP–A-tubulin incorpora-
tion into the MT walls (speckles). (right) Graphs indicate the position of the 
speckle (gray) and of the MT plus end (colored) in micrometers. For the 
bottom graph, frame 0 corresponds with the beginning of the video. For 
the top graph, frame 0 corresponds with the appearance of the speckle 
(1 frame = 2 s). These examples are representative of 20 individually moni-
tored MTs. See Video 3 for the growing MT. Bars: (A) 5 μm; (E) 1 μm.
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treatment by latrunculin A (unpublished data). Antibodies directed 
against Dgrip84 or Dgp71WD also decorated MTs (Fig. 3 C, 
e–h). These results strongly suggest that G-tubulin localizes along 
MTs in the form of G-TuRCs. Accordingly, G-tubulin staining 
on cytoplasmic MTs was reduced after depletion of Dgrip75 or 
Dgp71WD (Fig. 3 D, c–f). After down-regulation of Dgp71WD, 
immunofluorescence analyses after methanol fixation (Fig. 3 B, 
a and b) or permeabilization before fixation (Fig. 3 C, a–d) 
allowed the detection of G-tubulin along peripheral MTs and, in 
some cases, near the plus ends. This staining was reduced after 
G-tubulin RNAi treatment (Fig. 3 D, b) or cold-induced MT 
depolymerization (not depicted). However, it was resistant to 
Figure 3. G-Tubulin localizes along interphase MTs. (A) Solubility property of G-tubulin. Same legend as in Fig. 1 C, except Western blot analysis was 
performed using G-tubulin antibodies. P, pellet; S, supernatant. (B–D) G-TuRC components localize along interphase MTs. S2R+ cells fixed in methanol (con-
trol; B) or permeabilized before formaldehyde fixation (control [C] or depleted cells [D]). Cells were stained using antibodies against G-tubulin (rabbit R62: 
B [a], C [a], and D [a, c, and e]; or monoclonal GTU88: C [c]), against Dgrip84 (C, e), or against Dgp71WD (C, g). (right) MTs are shown in red, G-TuRC 
components are shown in green, and chromosomes are shown in blue. (E) Live G-tubulin–GFP S2 cells. A cell treated with taxol was examined live by 
recording GFP (a), and then fixed and stained for A-tubulin (b; n = 20). The arrowheads indicate MT bundles stained by G-tubulin. Bars, 5 μm.
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showed a G-tubulin dot located further toward the cell center, 
relative to the zone of dynamic growth and shrinkage. In these 
cases, G-tubulin did not appear to affect MT dynamics for the 
duration of the video.
As recent data show that GTP-bound tubulin in MTs may 
be responsible for rescue events (Dimitrov et al., 2008), we ex-
plored whether G-tubulin colocalized with GTP-tubulin. Although 
the majority of the MTs were labeled by both G- and GTP-
tubulin antibodies, the patterns of the two epitopes did not over-
lap (Fig. S3). These findings were not surprising, as G-tubulin 
acts mainly as a pause factor, whereas GTP-tubulin conforma-
tion promotes MT rescue.
Altogether, our data indicate that G-TuRCs associated to 
MTs influence their dynamics, acting as a stabilizing factor. 
This effect appears to be independent of nucleation activity. 
Even if a slight decrease in nucleation was induced by the de-
pletion of a G-TuRC–specific component, it should result in an 
increase of the free A/B-tubulin pool, promoting tubulin poly-
merization and thus minimizing any increase of MT dynamics. 
A role of G-tubulin and its associated proteins in MT dynamics 
fits with previous data obtained in fungi. For example, G-tubulin 
was first characterized in Aspergillus nidulans as an extragenic 
suppressor of a B-tubulin mutation, inducing MT hyperstabi-
lization (Oakley and Oakley, 1989). In Schizosaccharomyces 
pombe, mutants in G-TuRC–specific genes are hypersensitive to 
MT-destabilizing agents (Fujita et al., 2002), and mutants in the 
Dgrip84 orthologue or strains overexpressing the C-terminal 
domain of this protein exhibit altered MT dynamics (Zimmerman 
and Chang, 2005; Masuda et al., 2006).
So far, the mechanisms through which G-TuRCs control 
MT dynamics remain unclear. An explanation would be that 
MTs formed in the absence of the G-TuRCs have an abnormal 
protofilament number, resulting in different dynamic proper-
ties. This seems unlikely as we have previously shown that in 
Dgrip75-depleted cells, most of the MTs exhibit 13 protofila-
ments (Vérollet et al., 2006). It could also be argued that G-tubulin 
complexes control the assembly or the loading of factors that 
regulate MT dynamics, as previously suggested (Zimmerman 
and Chang, 2005; Cuschieri et al., 2006). G-TuRCs associated 
to MTs could counteract the function of MT-destabilizing fac-
tors either directly by occluding binding sites on the MTs or in-
directly by altering the MT tip structure.
We propose a model in which the G-TuRC localized along 
MTs may represent a pause signal, switching from a shortening 
or a growing phase to a pause (Fig. 4 D). This pause status could 
be either transient, followed by a growth event (rescue), or could 
be long lasting and stabilize MTs, especially at the cell periph-
ery. In conclusion, we suggest that G-TuRCs are essential to 
mediate noncentrosome functions such as organization of cell 
type–specific MT networks by regulating MT dynamics in addition 
to nucleation.
Materials and methods
Cell culture and RNA-mediated interference
Drosophila Schneider S2 cells were stably transfected with a plasmid en-
coding GFP–A-tubulin or G-tubulin–GFP under the control of a constitutive 
active promoter (gifts from S. Rogers [University of North Carolina at Chapel 
neither the levels of G-TuRC proteins nor the amount or the size 
of the G-tubulin complexes were modified (Vérollet et al., 2006). 
Although G-TuRCs lacking Dgp71WD were indistinguishable 
from regular G-TuRCs in sedimentation gradient analysis, they 
were no longer able to bind to MTs. Therefore, it is unlikely that 
G-TuRCs along MTs were trapped unspecifically during fixation 
simply because of their large size. Moreover, the G-tubulin lo-
calization on MTs was observed by live analysis using G-tubulin–
GFP-expressing cells. Treatment with low concentrations of 
taxol induced MT bundles, along which a clear accumulation of 
G-tubulin was detected (Fig. 3 E). Unfortunately, because of the 
large pool of soluble G-TuRC, the detection at the level of an in-
dividual MT was not possible.
This is the first study of G-TuRC localization on interphase 
MTs in animal cells. G-Tubulin along MTs has been previously 
reported in fission yeast and higher plants during interphase and 
in animal and plant cells during mitosis. G-Tubulin complexes as-
sociated with MTs have been proposed to act as secondary MT 
organization centers in mitosis (Lüders et al., 2006; Mahoney 
et al., 2006; Goshima et al., 2008; Zhu et al., 2008) or in systems 
in which interphase MTs are arranged in noncentrosomal arrays 
such as fission yeast and higher plants (Sawin et al., 2004; 
Venkatram et al., 2004; Janson et al., 2005; Murata et al., 2005). 
Similar principles may govern nonradial MT organization in cul-
tured Drosophila cells. However, nascent MTs or free MT minus 
ends were rarely visible at the proximity of MT-bound G-tubulin 
(Fig. 3). Another nonexclusive possibility is that G-tubulin linked 
to MTs contributes to their stabilization. Consistently, G-tubulin 
localizes on spindle MTs with a preferential distribution on 
stable kinetochore fibers (Lajoie-Mazenc et al., 1994). Moreover, 
FAM29A, a human protein of the augmin complex which targets 
G-TuRCs to spindle MTs, is described to have a stabilizing effect 
on spindle MTs (Zhu et al., 2008).
The G-TuRC along MTs acts as an 
anticatastrophe factor
To test whether G-tubulin bound to MTs might control MT sta-
bility, we performed immunofluorescence staining of G-tubulin 
just after live analysis of the GFP-MT dynamics (Dimitrov et al., 
2008). We verified by live microscopy that upon permeabiliza-
tion, MTs no longer exhibited dynamic behavior (unpublished 
data). We defined four classes of MTs according to their dy-
namic behavior and the location of the distal G-tubulin spot 
(Fig. 4, A–C; and Videos 4 and 5). In 55% of MTs, G-tubulin 
was localized to the MT tip, and this endpoint corresponded 
with a pause status independently of the previous dynamic 
behavior (class I). As illustrated in Fig. 4 B and Video 4, the 
tracked MT started growing and then depolymerized and re-
mained in pause for the last 45 s. In class II (25%), exemplified 
in Fig. 4 C and Video 5, MTs oscillated between growth and 
shortening phases, but in all cases, G-tubulin spots coincided 
with a point beyond which the MT no longer depolymerized. 
MTs of class III (5%) were at least marked by two G-tubulin 
points and satisfied both characteristics of MTs of classes I and II. 
In 85% of the MTs studied (classes I, II, and III), the distal 
G-tubulin dot was identified at a domain where a pause or a res-
cue event was recorded. The remaining 15% of MTs (class IV) 
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Figure 4. G-TuRCs along interphase MTs act as anti-
catastrophe factors. (A) Table showing the distribution of 
MTs in the different classes as defined in the Results and 
discussion section. The G-TuRC along MTs acts as an anti-
catastrophe factor (53 MTs, 12 cells, and three indepen-
dent experiments). (B and C) Analysis of MTs of classes I 
(B) and II (C). S2 cells expressing GFP–A-tubulin were im-
aged at the indicated times (colored dots). After cytosol 
extraction, cells were stained with G-tubulin (red) and 
imaged again (arrowheads). The appearance of a G-tubulin 
spot coincided with MT pause (class I; B), or marked a 
point beyond which the MT no longer depolymerized 
(class II; C). The graphs represent the tracking of the MT 
plus end extremity over time; the arrowheads indicate the 
position of the distal G-tubulin spots. See Videos 4 and 5. 
(D) Model for the role of the G-TuRCs bound to cytoplasmic 
MTs. The G-TuRC localized along MTs induces a pause 
signal that could be transient, followed by MT regrowth, 
or long-lasting, corresponding to an arrest. Bars, 1 μm.
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For G-tubulin immunostaining immediately after time-lapse record-
ing, cells were permeabilized with PEM/Triton X-100 0.3% (1 min) and 
subjected to G-tubulin labeling as described in the previous section for S2R+ 
cells. The MT plus end of the image was fitted with the MT end of the last 
frame of the video. 53 MTs taken from 12 cells were analyzed. Only MTs 
clearly resolved near the cell periphery and labeled with G-tubulin were se-
lected for the analysis.
Regrowth assays
Cells were placed for 50 min on ice with ethanol inside a Petri dish and 
then transferred directly to a controlled 25°C chamber. Images were ob-
tained at regular intervals over 50 min using a confocal microscope (SP2; 
Leica) with a 63× 1.4 NA objective (Leica). The MTs were counted in a re-
gion of interest of 6 μm from the cell cortex (Sousa et al., 2007).
Online supplemental material
Fig. S1 shows that G-TuSC proteins are coregulated. Fig. S2 shows the 
effects of latrunculin A treatment and EB1 depletion on the increase of 
MT dynamics induced by G-TuRC depletion. Fig. S3 shows that G- and 
GTP-tubulin do not colocalize on the MTs. Video 1 shows that Dgrip75 
down-regulation enhances MT dynamics. Video 2 shows that G-tubulin 
down-regulation destabilizes short MTs. Video 3 shows that MT plus end 
dynamics are affected after depletion of a G-TuRC component. Videos 
4 and 5 show that G-tubulin along interphase MTs acts as an anticatastro-
phe factor. Online supplemental material is available at http://www.jcb 
.org/cgi/content/full/jcb.200905060/DC1.
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Fly strains
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Western blotting and cytological analysis
Protein extracts from S2 cells (Raynaud-Messina et al., 2004) and from 
total larval brains were prepared and subjected to Western blot analyses 
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at 25.103 M) or incubated at 4°C for 2 h before harvesting. S2R+ cells, 
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Pipes, 1 mM EGTA, and 2 mM MgCl2, pH 6.8) containing 0.5% vol/vol 
Triton X-100, fixed for 1 h in PEM containing 1% dimethyl sulfoxide and 
3.7% vol/vol paraformaldehyde, and then immunolabeled (Raynaud-
Messina et al., 2004). Taxol treatments were performed for 24 h at 5.105 M. 
Fluorescence microscopy was performed with Deltavision RT equipment 
(Applied Precision) on a microscope (IX71; Olympus), using a 100× 1.4 
NA objective. Images were obtained with a camera (CoolSNAP; Roper In-
dustries) and subsequently deconvolved (ratio conservative method), and 
optical sections were projected. Images and Western blot quantification 
were created using Photoshop (Adobe).
The mouse monoclonal antibodies T-5168, GTU88 (Sigma-Aldrich), 
and 1501 (Millipore) were used to stain A-tubulin, G-tubulin, and actin 
(used as an internal loading control), respectively. The following rabbit anti-
bodies were used: R62 against Drosophila 23C G-tubulin (antibody used 
in all cases except when specified in the text for GTU88; Raynaud-Messina 
et al., 2004), R367 against Dgrip84, R403 against Dgrip91, R300 
against Dgrip75, R360 against Dgrip163, and R267 against Dgp71WD 
(Vérollet et al., 2006). We also used rabbit antibody Rb276 against Mast 
(Sousa et al., 2007), rabbit antibodies against Dgrip128 (gift from 
Y. Zheng, Carnegie Institution of Washington, Baltimore, MD; Gunawardane 
et al., 2000), rabbit antibodies against EB1 (gift from S. Rogers; Rogers 
et al., 2002), and human antibody hMB11 against GTP-MTs (gift from 
F. Perez, Institut Curie, Paris, France; Dimitrov et al., 2008).
Live imaging of MTs
Drosophila S2 GFP–A-tubulin and G-tubulin–GFP cells were grown in Schneider 
medium in an aluminum culture chamber with concanavalin A–coated 
coverslips. Images were acquired at 2-s intervals for 200 s with a wild-field 
microscope (Axiovert; Carl Zeiss, Inc.) using a 100× 1.4 NA objective 
(22°C) and a camera (AxioCam MRm; Carl Zeiss, Inc.)/Axiovision software 
(Carl Zeiss, Inc.), except for speckle experiments (Deltavision RT and decon-
volution as in immunofluorescence analysis). MT plus ends (or speckles) were 
tracked using ImageJ software (National Institutes of Health). Catastrophes 
were defined as transition from growth or pause to shrinkage, and rescues 
were defined as transition from shortening or pause to growth (Sousa et al., 
2007). Dynamicity was calculated by dividing the sum of the total length 
grown and shortened by the life span of the MT (Rusan et al., 2001). At least 
150 MTs were analyzed for the quantification of the two arbitrary classes 
(transient and persistent), at least 50 MTs (from 15 independent cells) were 
analyzed for the quantification of dynamic parameters, and 20 individual 
MTs were tracked for MT plus end analysis. Statistical independent two-
sample t test analysis of dynamic parameters was performed using SPSS ver-
sion 14.0 software (SPSS, Inc.; Sousa et al., 2007). Means are significantly 
different for P < 0.05, meaning a 95% confidence level (P95).
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Figure S1. G-TuSC proteins are coregulated. (A and B) Effects of the depletion of G-TuSC components (A) or of G-TuRC–specific components (B) in S2 cells. 
Total protein extracts of control or RNAi-treated cells were analyzed by Western blotting using antibodies against G-TuSC components (top) or against G-
TuRC–specific components (bottom). Actin was used as internal loading control. (B) The cosilencing column indicates simultaneous depletion of Dgrip75, -
128, and -163 and Dgp71WD. (C) Regulation of G-TuSC protein levels in vivo. Total protein extracts from L3 larval brains of different Drosophila genotypes 
(wild type [WT], Dgrip84 or -75, or Dgp71WD mutations) were submitted to Western blot analysis against G-tubulin, Dgrip84, and actin.

JCB S2
Figure S2. Effects of latrunculin A treatment and EB1 depletion on the increase of MT dynamics induced by G-TuRC depletion. (A) Latrunculin A (LatA) treat-
ment has no effect on the increase of MT dynamics induced by Dgrip75 depletion. Proportion of persistent and transient MTs (n = 150) in control cells and 
Dgrip75 RNAi–treated cells, treated or not with 1 μg/ml latrunculin A for 1 h. Three independent experiments were performed. (B–D) Depletion of EB1 res-
cues the defects in MT dynamics induced by G-tubulin depletion. (B) Western blot analysis. Total protein extracts of control and G-tubulin (G-Tub) RNAi–, EB1 
RNAi–, and G-tubulin + EB1 RNAi–treated cells were analyzed using antibodies against G-tubulin, EB1, and actin. (C and D) Quantitative analysis of MT 
dynamics after EB1 and/or G-tubulin depletion. Same legends as in Fig. 2 (B and C) for controls and RNAi-treated cells against G-tubulin, EB1, and both 
of them. (A and C) Error bars indicate ±SD.
Figure S3. G- and GTP-tubulin do not colocalize on the MTs. A cell was stained with G- (a), GTP- (b), and A-tubulin antibodies (c). (d) G-Tubulin is shown in 




















Figure 27: Localisation d’EB1 après déplétion de la tubuline γ. (A) Les cellules S2 contrôles (a,b) ou 
déplétées de tubuline γ (c,d) ensemencées sur concanavalineA sont immunomarquées pour les microtubules 
(en vert) et  pour EB1 (en rouge). Les encarts représentent un grossissement x3 et les têtes de flêches blanches 
indiquent le marquage d’EB1 à l’extrémité plus des microtubules. EB1 s’accumule à l’extrémité plus des 
microtubules en absence de tubuline γ. Les graphes représentent les distributions des intensités de marquage 
d’EB1 sur une longueur de 5 μm, mesuré à l’aide d’Adobe Photoshop dans les cellules contrôles (en blanc) et 
dans les cellules déplétées (en gris). Environ 150 microtubules appartenant à plus de 10 cellules différentes ont 
été analysés pour chaque condition. (B) Observation des comètes d’EB1 dans des cellules S2 EB1-GFP. Les 
comètes d’EB1 sont plus longues dans les cellules traitées RNAi contre la tubuline γ (b) que dans les cellules 
contrôles (a). Echelle, 5 μm.
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En parallèle, nous avons obtenu des résultats complémentaires qui ne sont pas intégrés 
à la publication. 
1.6. Analysede la localisationde laprotéineEB1aprèsdéplétion
duγTuRC
Nous avons recherché des protéines dont la déplétion pouvait complémenter les 
défauts dans la dynamique induits par l’inhibition du γ-TuRC. Parmi les +TIPs testées, le 
traitement RNAi contre EB1, facteur déstabilisateur dans les cellules de drosophile en 
interphase, est capable de restaurer les défauts de dynamiques induits par la déplétion de la 
tubuline γ ou d’une protéine associée. Par la suite, nous avons analysé les conséquences de la 
déplétion du γ-TuRC sur l’expression et la localisation d’EB1. 
Des analyses biochimiques montrent que la déplétion de la tubuline γ n’affecte pas la 
quantité totale d’EB1 (Figure supplémentaire S2, Bouissou et al., 2009). Par contre, les 
expériences d’immunofluorescence révèlent une accumulation d’EB1 à l’extrémité plus des 
microtubules (Figure 27, A). J’ai quantifié l’intensité du marquage EB1 sur les cinq premiers 
micromètres de l’extrémité plus. Dans les cellules déplétées en tubuline γ, le marquage d’EB1 
est plus intense (≈ +60%) et plus étendu que dans les cellules contrôles. Ces résultats ont été 
confirmés dans les cellules vivantes exprimant EB1-GFP (Figure 27, B). La déplétion de la 
tubuline γ favorise l’apparition de comètes d’EB1 plus longues que dans les cellules contrôles. 
L’accumulation d’une protéine déstabilisatrice est en accord avec l’augmentation de la 
dynamique des extrémités plus des microtubules en l’absence de γ-TuRC. Le γ-TuRC le long 
des microtubules affecterait la dynamique de l’extrémité plus en modifiant l’équilibre des 
facteurs impliqués dans la dynamique. Une des hypothèses serait que l’absence de γ-TuRC
modifie la structure de l’extrémité plus du microtubule et donc le recrutement d’EB1 et des 
protéines qui lui sont associées. Des expériences de microscopie électronique, réalisées dans 
l’équipe, révèlent que la majorité des microtubules sont composés de 13 protofilaments dans 
les cellules contrôles et dans les cellules déplétées de Dgrip75 (Verollet et al., 2006). Ceci 
suggère que l’absence de γ-TuRC n’affecte pas la structure globale du microtubule mais 
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Figure 28: Analyse de la sensibilité de la liaison microtubule/ tubuline γ à la force 
ionique. Analyse de la solubilité de la tubuline α et de la tubuline γ  par Western blot 
dans des cellules contrôles (A) ou dans des cellules traitées au taxol (B). Les extraits 
de cellules S2 dans différents tampons sont centrifugés pendant 15 min à 10 000 g.  
Le culot (c) et le surnageant (s) obtenus dans les différentes conditions d'extraction 
(listées de 1 à 4) sont analysés en utilisant des anticorps dirigés contre la tubuline γ et
la tubuline α. L’extraction en présence de NaCl diminue la quantité de tubuline γ inso-




Le γ-TuRC le long des microtubules peut être, soit intégré dans la structure du 
microtubule au cours de la polymérisation, soit lié à la surface du microtubule comme une 
MAP. Pour tester ces hypothèses, on a déterminé la sensibilité de la liaison 
microtubule/tubuline γ à la force ionique. Deux approches ont été suivies : une biochimique et 
une par immunofluorescence. 
Dans les cellules, après extraction, la tubuline γ et la tubuline α sont majoritairement 
présentes dans le pool soluble (Figure 28, A)1). Pour augmenter la quantité de tubuline α
polymérisée, les cellules sont traitées avec du taxol pendant 24 h avant extraction (Figure 28, 
B). Dans ces différents types d’extraits cellulaires (± NaCl, ± taxol), on observe une nette 
augmentation de la tubuline α insoluble et de la quantité de tubuline γ présente dans le culot 
(Figure 28, comparer A)1 et B)1). Après traitement au NaCl, les quantités de tubuline γ et de 
tubuline α insolubles diminuent, mais pas dans les mêmes proportions (Figure 28,B comparer 
1c à 2c ou 3c à 4c). Alors que la quantité de tubuline γ diminue de plus 80%, le niveau de 
tubuline α varie au maximum d’un facteur 2. Dans ces conditions, on maintient la présence de 
microtubules mais la tubuline γ n’y est plus associée. Ces résultats montrent que la fraction de 
tubuline γ associée aux microtubules est sensible à la force ionique. Ceci suggère que la 
tubuline γ n’est pas insérée dans la structure du microtubule mais plutôt associée à sa surface. 
En parallèle, j’ai réalisé des expériences d’immunofluorescence pour suivre la 
localisation de la tubuline γ après traitement au NaCl. L’observation de la tubuline γ le long 
des microtubules nécessite des conditions stringentes de perméabilisation (concentration de 
Triton, temps de perméabilisation). L’ajout du NaCl modifie les conditions préalablement 
mises au point. J’ai réalisé des expériences en faisant varier les différents paramètres : temps 
de perméabilisation, concentration de Triton, de NaCl et de taxol. Malgré les nombreuses 





La tubuline γ et les protéines qui lui sont associées dans le γ-TuSC sont essentielles et 
nécessaires à l’assemblage d’un fuseau mitotique fonctionnel (leur déplétion entraîne des 
fuseaux monopolaires), alors que les protéines spécifiques du γ-TuRC ne sont pas essentielles 
mais nécessaires à un déroulement optimal de la mitose (après RNAi, les fuseaux sont 
majoritairement bipolaires) (Verollet et al., 2006). Le γ-TuRC n’est pas indispensable pour le 
recrutement et la fonction de la tubuline γ aux centrosomes mitotiques chez la drosophile. Par 
contre, il est impliqué dans la localisation de la tubuline γ sur les microtubules du fuseau en 
métaphase et sur ceux du fuseau central en cytocinèse (Verollet et al., 2006). Ces résultats 
suggèrent un rôle du γ-TuRC dans les fonctions non centrosomales. Par analogie avec les 
résultats décrits chez les plantes et les levures, le γ-TuRC pourrait agir le long des 
microtubules du fuseau comme centre secondaire de nucléation. Mais, jusqu’à aujourd’hui, 
aucune expérience n’a permis de discriminer entre nucléation et stabilisation des 
microtubules. D’après les résultats que nous avons obtenus en interphase, nous nous 
proposons d’examiner le rôle du γ-TuRC le long des microtubules en mitose et 
particulièrement au niveau de régulation de la dynamique des microtubules. 
Voir Bouissou et al., 2010, soumis 
2.1. LocalisationetrecrutementduγTuRCenmitose
(papier 2010; Figure 1 et 2) 
Tout d’abord, nous avons étudié plus en détail la localisation de la tubuline γ en 
mitose. Les cellules de drosophile S2R+ sont perméabilisées avant fixation pour éliminer la 
 γ
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Figure 29: Localisation de la tubuline γ dans les cellu-
les C2C12.  Les cellules sont perméabilisées avec de la 
saponine 0,02% (2 minutes) avant une fixation parafor-
maldéhyde. La tubuline γ est marquée en vert et l'ADN en 
bleu. L'anticorps dirigé contre la tubuline γ (Tu-30) révèle 
un marquage fort au niveau des pôles du fuseau et un mar-
quage ponctué, qui correspond aux microrubules astraux 
et interpolaires. Barre, 5μm. 
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tubuline γ présente dans le cytoplasme. La tubuline γ se localise au niveau des pôles du fuseau 
et des fibres kinétochoriennes en prométaphase-métaphase. En plus de ces localisations, la 
tubuline γ est détectée le long des microtubules astraux. Elle décore aussi les microtubules 
interpolaires après séparation des chromosomes. Ces différentes localisations ont été validées 
pour d’autres protéines des complexes de tubuline γ, telles que Dgrip84 et Dgp 71WD. De 
plus, après déplétion de Dgrip75, une protéine spécifique du γ-TuRC, le marquage de la 
tubuline γ le long des microtubules en mitose disparaît. Ces résultats suggèrent une 
localisation de la tubuline γ sur les microtubules sous forme de γ-TuRC. L’observation d’une 
lignée S2 exprimant de façon stable la tubuline γ-GFP et la tubuline α-mCherry confirme la 
présence de points de tubuline γ le long des microtubules astraux. La localisation de la 
tubuline γ a aussi été étudiée dans d’autres types cellulaires, comme les cellules humaines 
Hela ou les cellules murines C2C12 (Figure 29, supplémentaire au papier). Dans ces deux 
types cellulaires, la tubuline γ est présente au niveau des microtubules astraux. Une 
localisation similaire a été retrouvée pour Nedd1, l’homologue de Dgp71WD dans les cellules 
humaines.  
Nos résultats montrent que la tubuline γ est présente sous forme de γ-TuRC sur les 
différents réseaux de microtubules en mitose. 
Des données récentes ont mis en évidence un recrutement du γ-TuRC par le complexe 
Augmine sur les microtubules du fuseau et particulièrement sur les fibres kinétochoriennes
(Goshima et al., 2008; Goshima et al., 2007; Uehara et al., 2009; Wainman et al., 2009). 
Nous avons donc testé si le complexe Augmine recrutait le γ-TuRC sur tous les microtubules 
mitotiques et particulièrement les microtubules astraux. Dans les cellules de drosophile, les 
anticorps dirigés contre Dgt2 et Dgt6, protéines du complexe Augmine, donnent un signal 
diffus au niveau du fuseau et la résolution ne nous permet même pas de distinguer les 
faisceaux de microtubules kinétochoriens. Nous avons donc étudié cette localisation dans les 
cellules de mammifères. Dans les cellules Hela, l’analyse en immunofluorescence avec les 
anticorps HAUS6 et HAUS2 (sous-unités du complexe Augmine) révèle un marquage au 
niveau des microtubules du fuseau comme attendu mais aussi le long des microtubules 
astraux. Dans les cellules vivantes, HAUS2-GFP se localise aussi au niveau des microtubules 
astraux. Les marquages de HAUS6 et de la tubuline γ colocalisent au moins partiellement. 
Après déplétion du complexe Augmine (siRNA HAUS6), on ne distingue plus de tubuline γ le 




la déplétion du γ-TuRC (siRNA des homologues de Dgrip75 et Dgp71WD). Ces résultats 
montrent que le complexe Augmine est nécessaire au recrutement de la tubuline γ au niveau 
des microtubules. D’après les données publiées, une hypothèse serait que le γ-TuRC le long 
des microtubules du fuseau serve de centre nucléateur pour la génération de nouveaux 
microtubules (Luders et al., 2006; Luders and Stearns, 2007; Goshima et al., 2008; Mahoney
et al., 2006; Zhu et al., 2008). Ni les données de la littérature, ni mon étude ne mettent en 
évidence des microtubules branchés au niveau des microtubules astraux. Nous avons donc 
recherché si le γ-TuRC le long des microtubules régulait la dynamique de ces microtubules. 
2.2. RôleduγTuRCdansladynamiquedesmicrotubulesastraux
(papier 2010; Figure 3) 
Pour tester le rôle du γ-TuRC le long des microtubules astraux, nous avons suivi ces 
microtubules en temps réel en filmant des cellules S2-tubuline α-GFP en prométa-métaphase 
sur concanavalineA pendant 2 minutes toutes les secondes. Nous avons pu ainsi déterminer 
les paramètres dynamiques des microtubules astraux. Premièrement, les microtubules astraux 
sont globalement plus dynamiques que les microtubules interphasiques ce qui confirme les 
données obtenues chez le xénope ou dans les cellules de mammifères (Rusan et al., 2001; 
Belmont et al., 1990). Leur temps de vie est au moins 6 fois moins long et leur dynamicité 
deux fois plus élevée. Deuxièmement, la déplétion par RNAi de Dgrip75, un composant 
spécifique du γ-TuRC, induit une augmentation significative de la dynamicité des 
microtubules astraux, en particulier une diminution du temps qu’ils passent en pause. 
Comme en interphase, le γ-TuRC, le long des microtubules astraux, régule leur 
dynamique en les stabilisant. Les microtubules astraux permettent le contact entre le fuseau et 
le cortex cellulaire. Ces interactions participent à la détermination de la longueur et du 
positionnement du fuseau au sein de la cellule. Nos résultats concernant les microtubules 
astraux nous ont amenés à étudier les conséquences de la perte du γ-TuRC sur la longueur et 





(papier 2010; Figure 4 et 5) 
J’ai analysé les phénotypes obtenus après déplétion de Dgrip75 par de la microscopie 
en temps réel sur des cellules S2 tubuline α-GFP. Dans un premier temps, la morphologie des 
fuseaux en prométa-métaphase a été étudiée sur des films pris dans les mêmes conditions que 
ceux permettant de déterminer les paramètres dynamiques des microtubules astraux (voir § 
résultats 2.2.). La déplétion de Dgrip75 induit majoritairement des fuseaux bipolaires 
allongés, ce qui confirme les données obtenues en immunofluorescence (Verollet et al.,
2006). En plus, une augmentation de la longueur des microtubules astraux a été mise en 
évidence en absence de Dgrip75. Dans un deuxième temps, j’ai étudié le déroulement global 
de la mitose après inhibition du γ-TuRC. Pour cela, j’ai filmé les cellules sur verre pendant 12 
heures avec des prises toutes les 5 ou 15 minutes. La concanavalineA ne peut pas être utilisée 
pour cette expérience car elle empêche une invagination correcte du cortex en 
anaphase/télophase et donc la visualisation des stades tardifs de la mitose. En absence de γ-
TuRC, les cellules réalisent une mitose complète mais celle-ci dure en moyenne deux fois 
plus longtemps que dans les cellules contrôles. Après séparation des pôles, dans la majorité 
des cellules contrôles (90%), la distance interpolaire s’allonge jusqu’à la fin de l’anaphase 
sans jamais raccourcir. Dans 25% des cellules déplétées, j’ai constaté une variation de la 
longueur du fuseau « en accordéon »: la distance interpolaire peut croître, décroître et croître 
de nouveau. En plus d’une variation de longueur, le fuseau des cellules déplétées oscille avec 
une amplitude et une fréquence importante. Pour quantifier ce mouvement au cours du temps, 
j’ai mesuré l’amplitude maximale de l’angle entre l’axe traversant les deux pôles du fuseau et 
l’axe de la cytocinèse. Dans les cellules contrôles, le fuseau trouve rapidement sa position 
finale (angle moyen de 18°) alors que dans les cellules déplétées, 85% des fuseaux présentent 
une oscillation supérieure à un angle de 20° avant d’entrer en anaphase (angle moyen de 40°). 
Cette quantification minimise les effets sur le positionnement du fuseau car elle ne prend pas 
en compte la fréquence et le sens de l’oscillation, paramètres difficiles à déterminer avec des 
prises d’images toutes les 5 minutes. 
Ces phénotypes suggèrent un rôle du γ-TuRC non seulement dans la morphologie du 
fuseau mais aussi dans le positionnement du fuseau. Tous ces phénotypes ont été retrouvés 




longueur des microtubules astraux et dans le positionnement du fuseau sont en accord avec 
une modification de la dynamique des microtubules astraux en absence du γ-TuRC. Pour 
renforcer l’idée de l’implication de la dynamique des microtubules astraux dans ces 
phénotypes, nous avons analysé les phénotypes obtenus après co-déplétion du γ-TuRC et 
d’une protéine impliquée dans la dynamique des microtubules : la +TIP EB1. La déplétion 
d’EB1 conduit à une perte des microtubules astraux et un mauvais positionnement du fuseau, 
ce qui confirme les données publiées par Rogers (Rogers et al., 2002). Après déplétion 
simultanée d’EB1 et de Dgrip75 (ou Dgrip128), on observe des fuseaux qui sont, au niveau de 
leur morphologie et de leur positionnement, comparables à ceux des cellules contrôles. La 
déplétion d’EB1 complémente les phénotypes obtenus après inhibition du γ-TuRC et vice-
versa. Ces résultats suggèrent que les défauts dans la distance interpolaire et le mouvement du 
fuseau proviennent d’une modification de dynamique des microtubules. 
L’ensemble de ces résultats permet de conclure que le γ-TuRC se localise le long de 
tous les réseaux de microtubules en mitose, et qu’il participerait au positionnement correct du 
fuseau en régulant la dynamique des microtubules astraux. 
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Role of γ-TuRCs along astral microtubules 
2Abstract
γ-Tubulin is critical for assembly of microtubule (MT) networks. It is organized in a γ-
Tubulin Ring Complex (γ-TuRC) composed of multiple γ-Tubulin Small Complexes (γ-
TuSCs) associated with γ-TuRC-specific proteins. Although these γ-TuRC-specific 
components are non-essential, they are required for efficient mitotic progression by an 
unidentified mechanism. During mitosis, γ-tubulin localizes to centrosomes and kinetochore 
MTs. Whereas centrosome binding can occur in the form of γ-TuSCs, recruitment along MTs 
strictly requires γ-TuRC integrity. This led us to investigate how these MT-associated 
complexes contribute to spindle organization. We show that γ-TuRCs are associated with all 
mitotic MTs, including astral MTs, in Drosophila and mammalian cells. This recruitment is 
dependent on the Augmin complex. By time-lapse microscopy of astral MTs, we show that 
loss of γ-TuRCs alters MT dynamics, in correlation with spindle positioning defects.  
We propose that γ-TuRCs along astral MTs stabilize this MT subset and by this way, 
play a crucial role in asymmetric divisions where spindle positioning becomes essential. 
3 Introduction
In eukaryotes, γ-tubulin is critical for initiation and regulation of microtubule (MT) 
assembly. This protein acts in highly ordered multiprotein complexes (Moritz et al., 1995; 
Raynaud-Messina and Merdes, 2007). In Drosophila, two main complexes have been 
characterized (Oegema et al., 1999; Zheng et al., 1995). The γ-TuSC (γ-Tubulin Small 
Complex) is composed of γ-tubulin and two other proteins, Dgrip84 and Dgrip91, exhibiting 
sequence homologies identified as “grip motifs”. The γ-TuRC (γ-Tubulin Ring Complex) 
whose organization is conserved in vertebrates is formed of γ-TuSCs associated with 
additional grip-motif-polypeptides, Dgrip75, Dgrip128 and Dgrip163, and a WD-motif-
protein, Dgp71WD. Recent data obtained in mammalian cells depict the identification of three 
other γ-TuRC subunits of low molecular weight (Mozart-1, -2A, -2B) and devoid of grip 
motif (Hutchins et al., 2010; Teixido-Travesa et al., 2010). Some of these, at least, are 
conserved through evolution. Depletion of any γ-TuSC subunit is lethal (Barbosa et al., 2000; 
Colombie et al., 2006; Horio et al., 1991; Knop and Schiebel, 1997; Oakley et al., 1990; 
Sunkel et al., 1995; Vardy and Toda, 2000; Yuba-Kubo et al., 2005). This loss-of-function 
results in the accumulation of cells in mitosis, associated with defects such as monopolar 
spindles, impairment in centrosome maturation and aneuploidy. In contrast, γ-TuRC-specific 
grip motif proteins are non-essential for viability in fungi and in Drosophila (Anders et al., 
2006; Fujita et al., 2002; Venkatram et al., 2004; Verollet et al., 2006; Vogt et al., 2006). 
Nevertheless, these grip-proteins are necessary for the assembly of the large complex, the 
efficient progression through mitosis and the regulation of interphase MT dynamics (Bouissou 
et al., 2009; Izumi et al., 2008; Verollet et al., 2006). Immunofluorescence analysis showed 
that the impairment of the γ-TuRC induced mitotic defects such as abnormal spindles that 
were elongated or exhibited lagging chromosomes. In γ-TuRC depleted spindles, γ-tubulin
was still recruited to the poles but no longer along spindle MTs. These phenotypes were 
4similar to the ones described after depletion of Augmin subunits that were found responsible 
for the recruitment of γ-tubulin along the “internal” spindle MTs in Drosophila and human 
cells (Goshima et al., 2008; Uehara et al., 2009). By analogy with the situation described in 
yeasts and plant cells where γ-tubulin has been previously reported along MTs, the γ-tubulin
associated with spindle MTs has been proposed to act as secondary nucleation center 
(Goshima et al., 2008; Luders and Stearns, 2007; Zhu et al., 2008). However, until now there 
has been no direct evidence of MT-dependent MT generation within mitotic spindles in living 
animal cells (Goshima and Kimura, 2010). The γ-TuRCs could behave either as nucleators or 
as MT-stabilizing factors; these two potential functions being not mutually exclusive. To gain 
further insights, we studied the role of the γ-TuRCs along MTs during mitosis, using live-
microscopy analysis. We show that the γ-TuRCs, in addition to their well-described 
localization on kinetochore fibers, are associated with all other subsets of mitotic MTs, 
especially astral MTs. Taking advantage of the organization of the astral MT array that is 
devoid of distinguishable secondary, branched or parallel, MTs, we show that γ-TuRCs
influence mitotic MT dynamics.  
5Results and discussion 
γ-TuRCs localized along astral MTs 
To gain information on the mechanisms by which γ-TuRCs act during mitosis, we 
studied the localization of γ-tubulin and associated proteins along all subsets of spindle MTs, 
with a particular focus on astral MTs that can be resolved individually under the microscope. 
S2R+ Drosophila cells were permeabilized before fixation in order to eliminate the large 
cytoplasmic pool of γ-tubulin. During prometaphase-metaphase, immunofluorescence 
analysis with γ-tubulin antibody allowed the detection of the poles and of the kinetochore 
fibers (Fig. 1A), as previously described (Lajoie-Mazenc et al., 1994; Oegema et al., 1999). In 
addition, we observed γ-tubulin along astral MTs. These localization patterns were maintained 
throughout anaphase and telophase (Fig. 1A). From anaphase onwards, γ-tubulin also 
appeared to associate to the central spindle, and to interpolar MTs, when kinetochore fibers 
were depolymerized (Fig. 1A) (Julian et al., 1993). Our results show that all subsets of mitotic 
MTs were decorated by γ-tubulin. Similar results were obtained using antibodies directed 
against Dgrip84, a component of the γ-TuSC, or Dgp71WD, a non-grip component of the γ-
TuRC (Fig. 1B). Depletion of Dgrip75, one of the γ-TuRC specific components, reduced γ-
tubulin labeling along inner spindle and astral MTs in a significant manner, while γ-tubulin
staining was still maintained at the centrosome, although with a lower intensity compared to 
controls (Fig. 1C, for evaluation of Dgrip75 depletion efficiency see supplemental Fig. 1A 
and (Verollet et al., 2006)). To avoid potential artifacts due to the immunofluorescence 
procedure, we performed live analysis using the double-colored-cell line γ-tubulin-
GFP/mCherry-α-tubulin. In these cells, we clearly detected γ-tubulin-GFP spots along astral 
MTs (Fig. 1D and movie 1). This localization seems specific and representative of 
6physiological γ-tubulin behavior, because the expression levels of γ-tubulin-GFP did not 
exceed more than 50% of the endogenous γ-tubulin levels (data not shown). This MT 
localization was also observed using immunofluorecence analysis in two mammalian cell 
lines tested: murine C2C12 (data not shown) and human Hela. In Hela cells, γ-tubulin antibody 
decorated astral MTs in addition to the other MT arrays during the different stages of mitosis 
(Fig. 1E). We noticed that astral MTs were always more difficult to visualize in metaphase 
than in anaphase/telophase. A similar staining was observed using an antibody directed 
against Nedd1, the human Dgp71WD ortholog (data not shown). So, we show that γ-tubulin
in the form of γ-TuRCs localizes along all mitotic MTs and that this novel localization 
appears conserved among species.  
γ-TuRCs are recruited to astral MTs by the Augmin complex 
The next question was to determine how the γ-TuRCs were recruited to astral MTs. γ-
TuRCs are docked onto preexisting inner spindle MTs by the Augmin complex. This 
multiprotein complex consists of at least 8 subunits both in Drosophila (Dgt2-6, Wac and 
Msd1) and in humans (HAUS1-8) (Goshima et al., 2008; Lawo et al., 2009; Meireles et al., 
2009; Uehara et al., 2009; Wainman et al., 2009; Zhu et al., 2008). In a first attempt, we 
checked whether Dgt proteins were localized along astral MTs in Drosophila cells. Two 
antibodies, directed against Dgt2 (Meireles et al., 2009) and Dgt4 (Goshima et al., 2008), only 
provided diffuse labeling along internal spindle MTs, not allowing to resolve individual 
kinetochore fibers (data not shown). In fact, most Dgt localizations described in the literature 
were performed by expressing GFP-Dgts (Goshima et al., 2008). We managed to circumvent 
the technical limits encountered in Drosophila by performing immunofluorescence against the 
homologous proteins in mammalian cells. In Hela cells, a HAUS6 antibody decorated internal 
spindle MTs, as previously described, and also astral MTs. The astral HAUS6 signal was 
7visible from prophase until late mitotic phases (Fig. 2A). The association of the Augmin 
complex with astral MTs was confirmed using another HAUS6 antibody (data not shown), 
and an antibody against the HAUS2 subunit (Fig. 2B), as well as by live analysis of a Hela 
cell line expressing HAUS2-GFP (movie 2). Co-labeling of HAUS6 and γ-tubulin showed 
that the patterns of the two epitopes along astral MTs partially overlapped (Fig. 2C). We then 
treated cells with siRNA against HAUS6 (for depletion efficiency see Western blot, in 
supplemental Fig. 1B and immunofluorescence, compare Fig. 2D a to Fig. 2A). This resulted 
in mitotic defects that phenocopied the ones observed after depletion of γ-TuRC specific 
components, such as metaphase arrest, low spindle MT density and an increase of visible 
astral MTs (data not shown) (Lawo et al., 2009; Zhu et al., 2008). In addition, HAUS 
depletion induced pole fragmentation in mammalian cells and a significant decrease of γ-
tubulin labeling along both internal and astral MTs (Fig. 2D). In contrast, HAUS6 labeling on 
spindle MTs persisted after depletion of GCP4 (the human ortholog of Dgrip75), a γ-tubulin-
associated protein of the γ-TuRC (Supplemental Fig. 1 C-D). Together, these results are 
consistent with the idea that the presence of the Augmin complex is a prerequisite for γ-TuRC
localization along astral MTs. 
γ-TuRCs contribute to the regulation of astral MT dynamics 
The novel observation of γ-TuRCs localized along astral MTs, motivated us to 
understand the functional implications. Until now, the role of the γ-TuRCs in mitosis was 
thought to be limited to MT nucleation at the centrosome or at secondary nucleation centers 
from pre-existing spindle MTs. However, to our knowledge, astral MTs were never reported 
to display MT branching from secondary nucleation sites, nor to possess associated minus-end 
markers along their surface (this study; (Goshima and Kimura, 2010)). Moreover, even if a 
small percentage of γ-tubulin spots on astral MTs represented active nucleation centers, there 
8would be a vast excess of γ-tubulin spots not actively nucleating. Because data obtained in 
Drosophila interphase and in fungi suggest additional roles for γ-TuRCs besides nucleation, 
such as modulation of MT stability (Bouissou et al., 2009; Cuschieri et al., 2006; Paluh et al., 
2000; Vardy and Toda, 2000; Venkatram et al., 2004), we investigated whether the depletion 
of a γ-TuRC component affected the dynamics of astral MTs. Mitotic MT behavior was 
quantified in control or Dgrip75-depleted GFP-α−tubulin S2 cells. Cells in late prometaphase 
or metaphase were selected and imaged for 120s at 1s intervals (Fig. 3A and movie 3). This 
approach allowed, in the same cell type, a comparison of astral MT behavior in mitotic 
controls (this study) with MT behavior in interphase (Bouissou et al., 2009). It revealed a
strong decrease in the MT half-life (close to 30s for astral MTs compared to more than 200s 
for interphase MTs) and a 2-fold increase in the overall dynamicity (Fig. 3B). All dynamic 
parameters were affected. An increase of about 2-fold was observed in both frequencies of 
rescue and catastrophe, and the percentage of time that MTs spent in pause was reduced by 
60%. These results were in agreement with previous data collected in Xenopus cell extracts, 
mammalian cells or yeast that showed an increase in the overall dynamics of astral MTs 
compared to interphase MTs (Belmont et al., 1990; Cassimeris et al., 1988; Rusan et al., 
2001). Interestingly, down-regulation of Dgrip75 induced a significant increase in the 
dynamicity of astral MTs (8.3±0.2μm/min versus 6.3±0.2 μm/min in control cells, Fig. 3C, 
upper panel). The rates of MT elongation and shortening were slightly increased while the 
time spent in pause was significantly decreased (Fig. 3C, lower panels). Compared to similar 
effects of γ-TuRC depletion in interphase (Bouissou et al., 2009), dynamic parameters in 
mitosis were altered at a smaller amplitude. The unique discrepancy was in the catastrophe 
frequency that remained unchanged after Dgrip75 depletion during mitosis (data not shown). 
This divergence could be due to technical difficulties in recording variations of parameters of 
MTs that are naturally very dynamic and that possess a very short half-life. Moreover, 
9differences in the mitotic cell, such as the composition of cortical area, may affect MT 
behavior.
We conclude that γ-TuRCs are involved in the regulation of astral MT dynamics. 
Regulation of MT dynamics may be a general role in mitosis, as γ-TuRCs are also bound to 
all other types of spindle MTs.
Spindle positioning is disturbed after γ-TuRC depletion 
Our findings on γ-TuRC-dependent regulation of astral MT dynamics incited us to re-
examine previously reported mitotic phenotypes induced by γ-TuRC depletion (Verollet et al, 
2006), using live microscopy. In particular, we studied spindle positioning because this 
process involves interactions between plus ends of astral MTs and the cell cortex (Busson et 
al., 1998; Pearson and Bloom, 2004; Siegrist and Doe, 2005; Tirnauer and Bierer, 2000). We 
showed that down-regulation of Dgrip75 led to a 70% increase in the overall duration of 
mitosis (movie 4). While the majority of control cells spent less than 45min from nuclear 
envelope breakdown to anaphase onset, 35% of depleted cells exceeded this duration. These 
cells were also delayed in their progression from anaphase to cytokinesis: only 7% of control 
cells spent more than 45min in these phases, compared to 50% of depleted cells. Our live 
analysis reproduced the phenotypes already depicted by immunofluorescence (Verollet et al., 
2006), in particular a longer interpolar distance in Dgrip75-depleted metaphases compared to 
controls (Fig. 4A and 4B, left panel) and a low internal MT density (data not shown). Live 
imaging further revealed that Dgrip75-depleted cells exhibited long astral MTs (Fig. 4A and 
4B, right panel) and abnormal variations in spindle length. 90% of control spindles elongated 
continuously from prophase to anaphase, while more than 25% of depleted spindles 
underwent phases of extension and shortening during these stages. Moreover, we showed that 
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these γ-TuRC-depleted spindles failed to maintain their original prometaphase position. 
Compared to control spindles, they often rotated with amplitudes >20°, until they reached 
their final position that determined the plane of the future cleavage furrow (Fig. 4C and movie 
4). The observation of sporadic GFP-α-tubulin dots outside the MTs revealed that spindles re-
oriented relative to these dots, and that the recorded rotation did not result from an overall 
movement of the cell. These data indicate that during mitosis, γ-TuRCs are involved in 
spindle positioning in addition to the well-characterized role in spindle morphology.  
Spindle positioning defects in γ-TuRC-depleted cells are rescued by EB1 down-
regulation
We showed that γ-TuRCs stabilize astral MTs and by this way, they may contribute to 
spindle positioning. To verify whether spindle mis-positioning after Dgrip75 depletion results 
from defective MT dynamics, we determined whether co-depletion of proteins involved in the 
regulation of MT dynamics could suppress this phenotype. We focused on the plus-end-
tracking proteins (+TIPs), as some of these proteins were identified to play a role in spindle 
positioning. For example, the ortholog of EB1 in Saccharomyces cerevisiae controls the 
accurate position of the spindles (Lee et al., 2000; Miller et al., 2000; Tirnauer and Bierer, 
2000) and EB1 down-regulation in Drosophila cells induced mitotic defects such as reduced 
length of astral MTs and mis-positioned spindles (Rogers et al., 2002). Furthermore, EB1 
seems implicated in γ-TuRC-dependent MT dynamic regulation in interphase (Bouissou et al., 
2009). Therefore, our first attempt was to simultaneously silence Dgrip75 and EB1 (Fig. 5A). 
In prometaphase-metaphase, the Dgrip75 depletion-dependent increase in both spindle length 
and astral MT length was compensated by co-depletion of EB1 (Fig. 5B, lower row and 5C, 
two first graphs). Conversely, short MT asters in prophase induced by EB1 depletion were 
prevented by simultaneous Dgrip75 RNAi treatment (Fig. 5B, upper row and 5C, third graph). 
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Moreover, although individual down-regulation of Dgrip75 or EB1 resulted in spindle 
oscillations, spindles from cells depleted of both proteins no longer exhibited abnormal 
rotation (Fig. 5D). We verified that MTs of co-depleted cells presented dynamicity similar to 
control MTs (data not shown). In a comparable manner, immunofluorescence analysis showed 
that EB1 inhibition restored the main phenotypes induced by depletion of Dgrip128, another 
specific component of the γ-TuRCs (Supplemental Fig. 2C). Silencing of several other +TIPs 
(Mast, Msp, Clip190) failed to rescue completely the defects induced by γ-TuRC inhibition 
(data not shown). These data suggest that γ-TuRCs are involved in the regulation of MT 
dynamics, acting on the steady state of EB1 binding complexes. As plus-end-binding 
complexes play a key role in the interactions between polar MTs and the cortex, the γ-TuRCs
could control spindle positioning by modulating these interactions.  
Our study shows that, in Drosophila and mammalian cell lines, the localization of γ-
tubulin complexes extends to all MT subsets during mitosis. Moreover, we demonstrate that 
γ-TuRCs on astral MTs act as stabilizing factors. Previous studies suggest that γ-TuRCs along 
internal spindle MTs, especially kinetochore fibers, contribute to the nucleation of secondary 
MTs in the forming spindle (Goshima et al., 2008; Luders and Stearns, 2007). However, until 
now no evidence for branched or parallel MT nucleation has been reported on astral MTs. 
Moreover, considering the high number of γ-TuRC dots on astral MTs, it appears unlikely that 
all dots are exclusively involved in MT nucleation. We propose that γ-TuRCs on the surface 
of MTs can act either as nucleation centers, or as stabilizing factors depending on the subset 
of MTs and on the cell stage. 
Our findings lead us to re-evaluate the role of γ-TuRC-specific grip-motif components 
in vivo. Mutants in γ-TuRC genes Dgrip75, Dgrip128, and the double mutants are viable. 
However, the adults of both sexes are sterile and exhibit a slight increase in lethality after 
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hatching, as well as morphological abnormalities (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). 
These data suggest that both gene products are not essential in somatic cells, but appear to 
play specialized functions in the MT organization of particular cell types. Based on our 
present results, we propose that in vivo γ-TuRCs may play a crucial role in asymmetric 
divisions by controlling the dynamics of MTs close to the cell cortex that are involved in 
spindle positioning. 
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Materials and Methods 
Cell culture and RNA-mediated interference 
Drosophila Schneider S2 cells were stably transfected with a plasmid encoding GFP-α-
tubulin or γ-tubulin-GFP/mCherry-α-tubulin (from G. Goshima, Nagoya University, Chikusa-
ku, Nagoya, Japan). RNA interference was performed according to Verollet et al. (2006). 
Drosophila cells were treated with double-strand RNAs (dsRNA) at day 1 and harvested on 
day 5. Hela cells expressing murine HAUS2::GFP from a BAC were provided by L. Pelletier 
(University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada) (Lawo et al., 2009). Hela cells were 
transfected with siRNA oligomers using lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) according to 
the manufacturer. RNA oligonucleotides were designed using as targets 
GGAUAAUCUUCAGUACUAUTT (GCP4) (Ambion) and 
CAGUUAAGCAGGUACCGAAATT (HAUS6) ( Invitrogen).
Antibodies
The mouse monoclonal antibodies T-5168 (Sigma) and 1501 (Millipore) were used to stain α-
tubulin and actin, respectively. The following rabbit antibodies were used: R62 against 
Drosophila 23C γ-tubulin (Raynaud-Messina et al., 2004), R367 against Dgrip84, R300 
against Dgrip75 and R267 against Dgp71WD (Verollet et al., 2006). We also used the rabbit 
antibodies against Dgrip128 (from Y. Zheng, Howard Hughes Institute, Baltimore, MD), EB1 
(from S. Rogers, University of North Carolina, USA), and phospho-histone3 (PH3) (1:500) 
(Upstate). In HeLa cells or extracts we used mouse anti γ-tubulin TU-30 (1:500) (Exbio), the 
rabbit antibodies anti-α-tubulin (1:100) (Abcam), anti-HAUS6 (1:500) (from J. Lüders,
Institute for Research in Biomedicine, Barcelona, Spain), anti-HAUS6 (1:500), anti-HAUS2
(1:200) (from L.Pelletier, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada), and anti-GCP4
(Fava et al., 1999). 
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Western blotting and cytological analysis 
Protein extracts from S2 cells (Colombie et al., 2006; Raynaud-Messina et al., 2004) were 
prepared and subjected to Western blot analyses (7.5% polyacrylamide gel and SDS). Hela 
cells were lysed, sonicated and 40 g of total protein extracts were subjected to Western blot. 
S2 GFP-α-tubulin cells, cultured on 0.5 mg/ml concanavalin A-coated cover slips for at least 
3h, were fixed with pre-cooled –20°C methanol for 10 min and then immunostained (Verollet 
et al., 2006). To detect γ-tubulin, Dgrip84 and Dgp71WD along MTs, S2R+ cells (Yanagawa 
et al., 1998) were permeabilized, fixed and stained as described in (Bouissou et al., 2009). 
HeLa cells were permeabilized for 2 min in PEM (100 mM Pipes, 1 mM EGTA, 2 mM 
MgCl2, pH 6.8) containing 0.02% v/v Saponine, and washed with PEM containing 4% 
polyethylene glycol. Then, cells were fixed for 10 min in 3.7% v/v paraformaldehyde in PEM, 
containing 1% dimethyl sulfoxide, and for 15 min in 3.7% paraformaldehyde in 50mM 
carbonate buffer, pH 10, for γ-tubulin staining. Alternatively, for staining of HAUS proteins, 
cells were fixed in cold methanol after permeabilization. Immunostaining of Hela cells was 
performed according to standard protocols (Lajoie-Mazenc et al., 1994).  
Fluorescence microscopy was performed with Deltavision RT equipment on an Olympus 
IX71 microscope, using a 100x 1.4 NA objective. Images were obtained with a CoolSnap 
camera, subsequently de-convolved (ratio conservative method), and optical sections were 
projected. The lengths of astral MTs and spindles were measured using ImageJ. 
Live imaging of MTs 
Drosophila S2 GFP-α-tubulin and γ-tubulin-GFP/mCherry-α-tubulin cells were grown in 
Schneider medium on concanavalin A-coated coverslips. Images were acquired at 1s-intervals 
for 120s with Deltavision RT equipment (24°C) and deconvolved as in immunofluorescence 
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analysis. Astral MT plus-ends were tracked using manual tracking plugin of ImageJ software. 
Dynamic parameters were defined and calculated as in (Bouissou et al., 2009). For the 
determination of spindle rotation, S2 GFP-α-tubulin cells (7.104 cells/ml) were plated directly 
on 96-well glass-bottom plates (Greiner) at 25°C and imaged with a wild-field microscope 
(DMIRBE; Leica) and a MicroMax cooled CCD camera controlled by MetaMorph 6.1 
software (MDS Analytical Technologies). Images were acquired at 5min-intervals for 12h 
with Z series of ten 1-m sections. We generated maximum intensity projections with 
MetaMorph and measured the maximum angle between anaphase axis and the spindle during 
prometaphase/metaphase stages, using ImageJ. For imaging Hela expressing HAUS2::GFP, 
we added 1μM of Hoechst 33342 to the media, containing 20mM of HEPES. All images were 
prepared for publication using Photoshop software (Adobe).
Statistical analysis 
Data sets representative of at least 3 independent experiments were analyzed for statistics 
using a Chi-square test (for % of time in pause, % of prophase with short MT asters and % of 
spindles with rotation angle >20°), or an unpaired Student t test and One-way Anova (for all 
other data), with confidence intervals of 99%. Statistical analysis was performed using 
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Figure legends 
Figure 1 : γ-TuRCs localize along astral MTs in Drosophila and Hela cells. (A-C) Control 
[A,B] and Dgrip75-depleted [C] Drosophila S2R+ cells were permeabilized and stained with 
antibodies against γ-tubulin (R62) (A a, c, e and C a), against Dgrip84 (B a) or against 
Dgp71WD (B c). Merge (A b, d, f; B b, d and C b): MTs are shown in green, γ-TuRC
components in red and chromosomes in blue. (D) Live imaging of γ-tubulin-GFP/mCherry-α-
tubulin S2 cell in telophase, see movie 1. (E) Hela cells were permeabilized and then stained 
with antibodies against γ-tubulin (Tu-30) (a, c). Merge (b, d): MTs are shown in green, γ-
tubulin in red and chromosomes in blue. Bars, 5μm. 
Figure 2: HAUS proteins are required for γ-TuRC localization along astral MTs. Hela
cells were permeabilized, fixed and stained with different antibodies. (A-B) HAUS6 (A a, c) 
and HAUS2 (B a, c) localize along all subsets of MTs during mitosis. Merge (b, d): HAUS 
proteins are shown in red, MTs in green, and chromosomes in blue. See also movie 2. (C)
HAUS6 (a, d) and γ-tubulin (b, e) co-localize partially along astral MTs. Merge (c, f): HAUS6 
is shown in green, γ-tubulin in red and chromosomes in blue. Astral MTs are 2-fold magnified 
in inserts. (D) Representative Hela cells transfected with HAUS6 siRNAs and co-stained for 
γ-tubulin (Tu-30) (b, e) and HAUS6 (a) or MTs (d). Merge (c, f): γ-tubulin in red, HAUS6 or 
MTs in green, and chromosomes in blue. Bars, 5μm. 
Figure 3: Down-regulation of a γ-TuRC component enhances astral MT dynamics (A) 
Tracking of astral MTs. Control GFP-α-tubulin S2 cell in metaphase showing plus-ends of 
astral MTs (colored dots) (top panel). Magnification focusing on the behavior of plus-end 
astral MTs at one pole over time (bottom panels). Some MTs disappear and others appear, see 
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movie 3. Bars, 5μm. (B- C) Dynamic parameters. [B] The life history of MTs was analyzed to 
determine the dynamic parameters in control cells in interphase (peripheral MTs) and in 
metaphase (astral MTs), n>150 from 25 cells, 4 independent experiments. [C] Dynamic 
parameters of astral MTs in metaphase for control and Dgrip75-depleted cells. Data are 
shown as mean of 3 independent experiments with  130 astral MTs. Error bars represent a 
95% confidence interval and the differences between Dgrip75 RNAi and control conditions 
are statistically significant (p<0.0001). 
Figure 4: γ-TuRCs control spindle morphology and positioning. (A) Spindle morphology 
after Dgrip75 depletion. Metaphase spindle in control (a) or Dgrip75-depleted (b) GFP-α-
tubulin S2 cells, on coverslips coated with concanavalin A. Bars, 5μm. (B) Quantification of 
spindle length (left graph) and astral MT length (right graph). Data are shown as mean from 6 
independent experiments ± 2 SEM with  25 spindles and  120 astral MTs. The increase in 
spindle length and astral MT length after Dgrip75 RNAi is significantly different (p<0.0001) 
from controls. (C) Spindle positioning after Dgrip75 depletion. Time-lapse sequences of S2 
cells expressing α-tubulin-GFP plated on glass coverslips, see movie 4. White dotted lines 
indicate the anaphase axis. Right panel shows percentage of cells that present a spindle axis 
rotation > 20° from prometaphase to anaphase (n>110 cells from 3 independent experiments). 
Error bars represent a 95% confidence interval, and the difference between treated and control 
conditions is statistically significant (p<0.0001).
Figure 5: EB1 depletion rescues the phenotypes induced by γ-TuRC inhibition. (A)
Quantification of protein depletion. Western blot analysis of S2 cells was performed using 
antibodies directed against Dgrip75, EB1 and actin (loading control). (B) Mitotic phenotypes 
obtained after co-depletion of Dgrip75 and EB1. Control and RNAi treated S2 cells were 
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stained for α-tubulin (green), H3P (red), and DNA (DAPI, blue). Bars, 5μm (C-D)
Quantification of the phenotypes in control cells (white bars), and in Dgrip75- (black bars), 
EB1- (blue bars) and Dgrip75+EB1-depleted cells (grey bars). Data are shown as mean of at 
least 3 independent experiments with  55 spindles and  30 astral MTs. Abbreviations: n.s 
means non-significant. Morphological analysis after immunofluorescence  (C) or spindle 
rotation after live microscopy (D). 
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Supplemental online material 
Supplemental Figure 1: (A, B, C) Quantification of Dgrip75, HAUS6 and GCP4 
depletion. Western blot analysis of Hela cells was performed using antibodies directed 
against Dgrip75 (A), HAUS6 (B) or GCP4 (C) and actin (loading control). (D) HAUS6 
staining is maintained after GCP4 depletion. GCP4-depleted cells were stained for γ-
tubulin (b, e) (red), MTs (a) (green) or HAUS6 (d) (green) and DAPI (blue). Merge (c, f). Bar, 
5μm.
Supplemental Figure 2: EB1 depletion rescues the phenotypes induced by Dgrip128 
inhibition. (A) Quantification of protein depletion. Western blot analysis of S2 cells was 
performed using antibodies directed against Dgrip128, EB1 and actin (loading control). (B)
Quantification of the loss of γ-tubulin staining within the prometaphase-metaphase spindles 
(n=100, 2 experiments). (C) Quantification of the phenotypes in control cells (white bars), 
Dgrip128- (gray bars), EB1- (dark blue bars) and Dgrip128+EB1-depleted S2 cells (clear blue 
bars).  Data are shown as mean of at least 3 independent experiments with  20 spindles and 
30 astral MTs. Abbreviations: n.s means non-significant, *** highly statistically significant 
(p<0.0001).
Movie 1: γ-Tubulin localizes along astral MTs. A mitotic spindle of the double-colored-cell 
line γ-tubulin-GFP/mCherry-α-tubulin was analyzed by time-lapse microscopy (Deltavision 
RT equipment on an Olympus IX71 microscope). Frames were taken every second for 15s. 
Left panel shows γ-tubulin-GFP channel and right panel shows a merged image. White 
arrowheads show γ-tubulin-GFP along astral MTs.
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Movie 2: HAUS2 localizes along astral MTs. A mitotic spindle of a Hela cell line 
expressing HAUS2-GFP was analyzed by time-lapse microscopy (Deltavision RT equipment 
on an Olympus IX71 microscope). Frames were taken every second for 5s. Left panel shows 
HAUS2-GFP channel and right panel shows a merged image with Hoechst DNA staining. 
White arrowheads show HAUS2-GFP along astral MTs.
Movie 3: Analysis of astral MT dynamics. A mitotic spindle of an α-tubulin-GFP-S2
control cell was analyzed by time-lapse microscopy (Deltavision RT equipment on an 
Olympus IX71 microscope). Frames were taken every second for 60s. Astral MTs were 
manually tracked using ImageJ software (colored dots). The boxed area in the left panel is 
magnified 2.5 fold in the right panel. 
Movie 4: Dgrip75 depletion induces a delay in mitosis and abnormal spindle rotation.
Mitotic spindles of control (left) or Dgrip75 RNAi-treated (right) S2 cells expressing α-
tubulin-GFP were analyzed by time-lapse microscopy (DMIRBE microscope; Leica). Frames 
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Figure 30: Tableau récapitulatif des phénotypes obtenus aprés déplétion des +TIPs seules ou en co-
déplétion avec Dgrip75. Les chiffres indiquent les pourcentages de  cellules en métaphase correspondant 
aux phéntoypes indiqués, issus d'une expérience représentative sur trois (n=100 mitoses pour chaque condi-
tion). Pour la déplétion de chaque proteine, le phénotype majoritaire a été séléctionné et reporté dans le 
tableau. La dépletion de Dgrip75 induit majoritairement des fuseaux allongés, celle de Mast des fuseaux 
monopolaires, celle de Msps de multiples fuseaux bipolaires. Par contre, l'inhibition de Clip190 ne semble 
pas affecter la morphologie du fuseau.  Contrairement à la double déplétion Dgrip75/Clip190, la co-déplé-
tion de Mast ou Msps avec Dgrip75 ne permet pas de retrouver des fuseaux normaux dans des proportions 
similaires aux cellules contrôles.
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En plus des données incluses dans le manuscrit, j’ai acquis des résultats 
supplémentaires concernant d’une part, la co-déplétion du γ-TuRC avec des protéines 
impliquées dans la dynamique des microtubules et d’autre part le rôle du γ-TuRC dans 
l’orientation du fuseau dans les cellules de mammifères. 
2.4. Recherche de protéines impliquées dans la dynamique qui
restaureraient les phénotypes induits par la déplétion du γ
TuRC.
Les résultats soumis révèlent que la déplétion d’EB1 restaure l’allongement et le 
mouvement du fuseau induits par la déplétion du γ-TuRC.
J’ai obtenu ces résultats lors d’un crible RNAi qui visait à déterminer des protéines 
capables de reverser les phénotypes induits par l’absence du γ-TuRC. Je me suis intéressée 
aux principales +TIPs non motrices présentes chez la drosophile en mitose: EB1, Mast 
(CLASP), Msps (XMAP215) et Clip 190. J’ai analysé les phénotypes par 
immunofluorescence (Figure 30). 
Dans les cellules S2, Mast stabilise les microtubules interphasiques en favorisant les 
états de pause (Sousa et al., 2007). La déplétion de Mast induit une augmentation de l’index 
mitotique avec une forte présence de fuseaux monopolaires (asters avec les chromosomes à la 
périphérie) ou des fuseaux bipolaires courts (résultats qui confirment les données de (Maiato
et al., 2002). Ces phénotypes sont observés dans les mêmes proportions après codéplétion de 
Mast et Dgrip75, ce qui suggère que le traitement par RNAi Mast est dominant sur la 
déplétion de Dgrip75. 
L’unique protéine Dis/TOG chez la drosophile : Msps déstabilise les microtubules en 
interphase et sa déplétion induit la formation de multiples petits fuseaux bipolaires (Brittle 
and Ohkura, 2005; Cullen et al., 1999). L’inhibition simultanée de Dgrip75 et de Msps donne 
des phénotypes similaires à la déplétion simple de Msps. Donc comme pour Mast, le RNAi 












Figure 31: Rôle de GCP4 dans l'orientation du fuseau. (A)
Quantification de la déplétion de GCP4 par Western Blot.
Des extraits de cellules Hela sont analysés en utilisant  des 
anticorps dirigés contre GCP4 et l’actine (contrôle de charge). 
(B) Orientation du fuseau après déplétion par siRNA GCP4.
Les cellules sont ensemencées sur des lamelles recouvertes de 
poly-L-lysine avant immuno-marquage. Les microtubules sont 
marqués en vert, la tubuline γ en rouge (Tu-30) et l’ADN en bleu.  
Les images du haut représentent la projection x-y des trois mar-
quages et ceux du bas la projection x-z du marquage de tubuline 
γ. Les images sont prises avec une variation de z de 0,2μm. 
Echelle, 5μm. (C) Quantification de l’angle du fuseau avec le 
substrat (α). En haut, le schéma explique la détermination de 
l’angle α. L’angle est calculé en mesurant la distance interpolaire 
et la distance verticale en z entre les deux pôles. Le graphique 
présente la répartition des angles  α obtenus dans une expérience 
réprésentative des trois expériences réalisées. Les barres 
d’erreurs représentent un interval de confiance de 99% et la diffé-
rence entre les conditions contrôles et les traitées est significative 
(p<0,001). (n=28 dans les contrôles et 33 dans les siRNA).
Résultats
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Nous avons ensuite étudié la protéine Clip 190, seule homologue de Clip 170 chez la 
drosophile. L’efficacité de déplétion de Clip 190 n’est pas évidente à suivre car elle n’induit 
pas de phénotypes mitotiques visibles et l’anticorps disponible n’est pas très bon. Malgré 
l’efficacité du traitement RNAi en général chez la drosophile, cette absence de vérification 
rend les résultats difficilement interprétables. La déplétion de Dgrip75 a été contrôlée par la 
perte du marquage de la tubuline γ au fuseau. La co-déplétion de Clip190 et Dgrip75 génère 
un pourcentage de fuseau à la morphologie « normale » comparable aux cellules contrôles.  
J’ai aussi analysé la localisation des différentes +TIPs après déplétion de Dgrip75. 
Comme pour EB1, aucune modification du profil de marquage de ces +TIPs n’a été observée. 
2.5. RôleduγTuRCdansl’orientationdufuseau
Mes résultats ont mis en évidence un rôle du γ-TuRC dans le positionnement du 
fuseau au cours de la mitose (papier 2010; Figure 4 C). Pour compléter ces données, j’ai 
analysé l’orientation du fuseau par rapport au substrat, en fixé. Malheureusement, dans les 
cellules S2 sur verre ou sur concanavaline A, les fuseaux n’ont pas d’orientation privilégiée et 
l’angle substrat/fuseau est aléatoire (0<α<65°). Par contre, la majorité des cellules de 
mammifères en culture orientent leur fuseau parallèlement au substrat. Je me suis servie de 
cette propriété pour analyser l’effet de la déplétion de l’homologue de Dgrip75 (GCP4) sur 
l’orientation du fuseau dans les cellules Hela. La quantité de GCP4 est fortement diminuée 
après 72h ou 96h de traitement siRNA sur Western blot (Figure 31 A). L’efficacité de la 
déplétion a été aussi suivie par l’immunofluorescence de la tubuline γ au niveau des 
microtubules du fuseau. Dans ces conditions de déplétion, la majorité des fuseaux sont 
bipolaires. J’ai déterminé l’angle entre le fuseau et le substrat (poly-L-lysine ou fibronectine) 
dans les cellules ne présentant pas de tubuline γ au fuseau. Pour cela, plusieurs plans en z de 
la cellule ont été réalisés. Le nombre de cellules avec un angle>20° est augmentée d’environ 
cinq fois après déplétion de GCP4. Les fuseaux contrôles s’orientent avec un angle moyen de 
10° alors que dans les cellules déplétées, l’angle est d’environ 50° (Figure 31 B et C). Ces 
résultats montrent que GCP4 est impliquée dans l’orientation du fuseau. Compte tenu des 
résultats obtenus dans les cellules de drosophile, l’hypothèse la plus simple est que ces défauts 


















La tubuline γ est une protéine essentielle qui joue un rôle clé dans la nucléation et 
l’organisation des microtubules. Chez les eucaryotes supérieurs, elle se trouve au sein de deux 
complexes majeurs : le γ-TuSC et un complexe d’organisation supérieure, le γ-TuRC. Les 
protéines du γ-TuSC sont essentielles à la viabilité et à l’organisation des microtubules tout au 
long du cycle cellulaire. Concernant les protéines spécifiques du γ-TuRC, elles ne sont pas 
essentielles. Leur rôle reste encore mal compris, et peu de données étaient disponibles au 
début de ma thèse. Il avait été établi qu’elles participent au bon déroulement de la mitose et à 
la localisation de déterminant maternel dans l’ovocyte de drosophile. Au cours de ma thèse, 
j’ai cherché à mieux comprendre la fonction des protéines spécifiques du γ-TuRC.
J’ai étudié le rôle de ces protéines en interphase et en mitose. Pour cela, j’ai analysé 
leur localisation et observé les phénotypes induits par leur déplétion (traitement RNAi) dans 
les cellules en culture notamment au niveau de la dynamique des microtubules. Dans la 
majorité des expériences, les cellules S2 de drosophile ont été utilisées et la localisation des 
protéines du γ-TuRC en mitose a été élargie à d’autres modèles tels que les cellules Hela 
humaines. Nos travaux mettent en évidence une nouvelle localisation du γ-TuRC le long des 
microtubules interphasiques dans les cellules de drosophile et le long des différentes classes 
de microtubules présents en mitose, en particulier au niveau des microtubules astraux. En 
mitose, cette localisation est dépendante du complexe Augmine. Le γ-TuRC, le long des 
microtubules astraux ou interphasiques, régule leur dynamique en les stabilisant. Ce rôle du γ-
TuRC pourrait conditionner les interactions des microtubules avec le cortex et donc le 





Différentes données montraient des différences entre les protéines du γ-TuSC et les 
protéines spécifiques du γ-TuRC.
Tout d’abord, les mutants pour les gènes codant les protéines grip du γ-TuSC sont 
létaux et présentent une aneuploïdie importante chez la drosophile et chez les champignons. 
Au contraire, les mutants Dgrip75 ou Dgrip128 (protéines spécifiques du γ-TuRC) chez la 
drosophile sont viables. Les adultes des deux sexes sont stériles et présentent une 
augmentation de la létalité quelques jours après éclosion (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al.,
2006). De même, la viabilité de la levure S. pombe et d’A. nidulans n’est pas affectée après 
des mutations dans les gènes codant les homologues de Dgrip75 ou Dgrip163 (Fujita et al.,
2002; Venkatram et al., 2004; Xiong and Oakley, 2009). Ces données suggèrent que ces 
gènes ne sont pas essentiels. 
Nos expériences de re-croissance des microtubules après traitement au froid dans les 
cellules de drosophile en culture renforcent l’idée d’une différence entre les deux complexes 
de tubuline γ dans la nucléation des microtubules interphasiques (Bouissou et al., 2009). 
Après déplétion de la tubuline γ ou des deux autres protéines du γ-TuSC, un retard de re-
croissance des microtubules dans la zone sous-corticale est observé. En utilisant une 
quantification différente (mesure de l’intensité de fluorescence), Rogers a confirmé ces 
données pour la tubuline γ (Rogers et al., 2008). Dans ces deux études, aucune modification 
de l’organisation globale des microtubules n’a été relevée en absence des protéines du γ-
TuSC. Dans les cellules de mammifères, les expériences de re-nucléation en absence de 
tubuline γ (injection d’anticorps et RNAi) après un traitement au nocodazole ou au froid 
indiquent une absence de re-nucléation ou un retard de nucléation avec des microtubules 
organisés de façon non centrosomale (Joshi et al., 1992; Luders et al., 2006). Ces résultats 
montrent que les protéines du γ-TuSC jouent un rôle dans la nucléation des microtubules 
interphasiques, au moins dans les étapes initiales. Le retard de re-croissance après déplétion 
du γ-TuSC peut-être dû à une cinétique d’assemblage plus lente ou une modification de la 
dynamique des microtubules. Par contre, nous avons mis en évidence que la déplétion d’une 
protéine spécifique du γ-TuRC (Dgrip75 ou Dgp71WD) n’a aucun effet sur l’organisation 




drosophile (Bouissou et al., 2009). D’après ces résultats, le γ-TuRC ne semble pas jouer un 
rôle majeur dans la nucléation des microtubules interphasiques dans notre modèle cellulaire.  
En mitose, l’absence de γ-TuSC conduit à des défauts importants tels que la présence 
de fuseaux monopolaires et l’absence de microtubules astraux (Barbosa et al., 2000; 
Colombie et al., 2006; Raynaud-Messina et al., 2004). La déplétion des protéines à motif 
« grip » spécifiques du γ-TuRC induits des fuseaux bipolaires allongés et présentant des 
microtubules astraux en quantité moindre (Verollet et al., 2006). Dans ces cellules, le γ-TuSC
est toujours recruté aux pôles et le PCM est encore actif pour la nucléation. Ces résultats sont 
en accord avec les différences obtenues au niveau de la viabilité. De plus, ces données ont été 
confirmées chez A. nidulans (Xiong and Oakley, 2009). Chez les mammifères, la déplétion de 
Nedd1 donne des phénotypes similaires à l’inhibition de la tubuline γ (Haren et al., 2006; 
Luders et al., 2006). Nedd1, protéine à motif WD, diffère des autres protéines des complexes 
qui elles présentent des motifs grip (à part les protéines Mozarts). Son étude ne nous permet 
donc pas de prédire le rôle des autres protéines du γ-TuRC. Dans les cellules Hela, des 
données de l’équipe montrent que la protéine GCP4 n’est pas indispensable à la localisation 
de la tubuline γ au centrosome et que contrairement à la déplétion de la tubuline γ ou Nedd1, 
sa déplétion induit peu de fuseaux monopolaires (données non publiées). Ces données 
suggèrent pour GCP4 un rôle similaire à son homologue chez la drosophile, Dgrip75. Des 
études de re-nucléation des microtubules en absence de GCP4 sont à réaliser pour compléter 
les données. L’étude de GCP5 (Dgrip128) et GCP6 (Dgrip163) serait intéressante pour 
s’assurer que leurs rôles diffèrent de ceux des protéines du γ-TuSC, même chez les 
mammifères.  
De plus, des études in vitro suggèrent que les protéines spécifiques du γ-TuRC ne 
seraient pas essentielles à la formation d’un anneau de 25nm permettant de nucléer et 
« coiffer » les microtubules. En effet, les γ-TuSCs sont capables de s’assembler in vitro pour 
former une structure en anneau de 13 tubulines γ par tour (Kollman et al., 2010). Ceci est en 
accord avec nos hypothèses, selon lesquelles les protéines du γ-TuRC ne sont pas essentielles 
pour la formation d’un complexe nucléant au centrosome (Verollet et al., 2006). Toutefois, 
l’activité de nucléation est plus faible en absence de protéines spécifiques du γ-TuRC (autant 




L’ensemble de ces résultats montrent que le γ-TuRC ne joue pas un rôle primordial 
dans la nucléation contrairement aux protéines du petit complexe. De plus, l’organisation en 
γ-TuRC n’est pas indispensable pour la localisation de la tubuline γ au centrosome et son rôle 
dans la nucléation. Par contre, il l’est pour sa localisation le long des microtubules du fuseau 
(Goshima et al., 2008; Verollet et al., 2006). Au niveau de cette localisation particulière, ce 
complexe pourrait avoir des rôles additionnels à la nucléation. 
1.2. Localisationdescomplexesdetubulineγ
Tout d’abord, nous avons montré pour la première fois qu’une fraction de la tubuline γ
est associée le long des microtubules en interphase dans les cellules de drosophile et le long 
des microtubules astraux chez les métazoaires. Ces localisations n’avaient pas été mises en 
évidence jusqu’à présent, du fait de la grande quantité de tubuline γ soluble (~80% de la 
quantité totale) (Moudjou et al., 1996). Pour s’affranchir de cela et mieux visualiser la 
tubuline γ liée au structures cytosquelettiques, nous avons soit diminué la quantité de tubuline 
γ soluble par perméabilisation avant fixation, soit favorisé l’apparition de faisceaux de 
microtubules par un traitement avec des doses faibles de taxol. 
En interphase, pour la première fois, nous avons montré que la tubuline γ se localise le 
long des microtubules dans les cellules S2 de drosophile. La localisation de la tubuline γ le 
long des microtubules a été confirmée par l’utilisation de différents anticorps dirigés contre la 
tubuline γ ou certaines protéines associées (Dgrip84, Dgp71WD) et par trois méthodes de 
fixation. Après déplétion des protéines du γ-TuRC, le marquage diminue fortement. Même la 
déplétion de Dgp71WD qui n’empêche pas la formation d’un complexe 30 S (Verollet et al.,
2006), inhibe le recrutement de ce complexe le long des microtubules. Ce résultat montre que 
la localisation de la tubuline γ le long des microtubules est dépendante d’un γ-TuRC complet 
contenant Dgp71WD et que la méthode de fixation utilisée ne relocalise pas 
systématiquement les gros complexes protéiques solubles sur le cytosquelette. Nous sommes 
conscients que la perméabilisation des cellules affecte le réseau de microtubules. En effet, 
après ce traitement, la quantité de microtubules au sein de la cellule est diminuée. Seuls les 
microtubules les plus stables semblent conservés. Cette méthode de fixation induit donc un 




la tubuline γ-GFP permet de s’affranchir de la méthode de fixation. Malheureusement, la 
quantité de tubuline γ-GFP soluble reste importante et ne permet pas de visualiser la protéine 
le long des microtubules individuels. Par contre, elle est détectable au niveau des faisceaux de 
microtubules induits par un traitement au taxol. La localisation de la tubuline γ a pu être 
observée dans ces conditions, soit parce que des faisceaux de microtubules ont été générés, 
soit parce que les microtubules sont stabilisés. De même, nous avons détecté par 
immunofluorescence, la tubuline γ le long des microtubules interphasiques après un faible 
traitement au taxol dans les cellules humaines d’adénocarcinome du sein (MDA-MB231). 
En mitose, la tubuline γ a été décrite au niveau des centrosomes, des microtubules 
kinétochoriens et du fuseau central. En plus de ces localisations, nous avons mis en évidence 
par immunofluorescence et analyse de cellules vivantes, la présence du γ-TuRC le long des 
microtubules astraux et des microtubules interpolaires. Ces expériences ont été 
majoritairement réalisées chez la drosophile puis validées dans d’autres modèles tels qu’une 
lignée humaine ou murine. Ces résultats étendent la localisation du γ-TuRC à toutes les 
classes de microtubules mitotiques mais il n’est pas exclu que dans ces classes, le γ-TuRC
s’associe préférentiellement à des microtubules présentant des propriétés dynamiques 
spécifiques.
1.3. CommentleγTuRCestilrecrutélelongdesmicrotubules?
En mitose, chez les mammifères et chez la drosophile, le complexe Augmine recrute 
sélectivement le γ-TuRC au niveau des microtubules du fuseau et du fuseau central (Goshima
et al., 2008; Uehara et al., 2009; Zhu et al., 2008). En effet, après déplétion du complexe 
Augmine, la tubuline γ est toujours présente au niveau du centrosome (même si sa quantité y 
est légèrement diminuée) mais absente du fuseau. Ce recrutement se ferait via l’interaction de 
la sous-unité Dgt6 (ou HAUS6) avec Dgp71WD (ou Nedd1) (Uehara et al., 2009; Zhu et al.,
2008). Nous avons mis en évidence que le complexe Augmine recrute le γ-TuRC aussi au 
niveau des microtubules astraux chez les mammifères. Nous supposons que ce rôle est 
conservé dans les cellules S2 même si malheureusement la qualité des anticorps dirigés contre 
les protéines Dgts chez la drosophile ne nous a pas permis de le montrer. Tous ces résultats 




les microtubules mitotiques. Les expériences que nous avons réalisées ne nous permettent pas 
de conclure sur le rôle du complexe Augmine en interphase. D’après Zhu et al., l’interaction 
HAUS6-Nedd1-tubuline γ est régulée au cours du cycle avec un pic en mitose et une baisse en 
G1 (Zhu et al., 2008). Ces données suggèrent que l’interaction entre les deux complexes, 
Augmine et γ-TuRC, en interphase par rapport à la mitose pourrait soit être diminuée, soit 
impliquer d’autres sous-unités. Ces premières indications ne sont pas en faveur d’un rôle du 
complexe Augmine au niveau des microtubules interphasiques. Il serait néanmoins intéressant 
d’observer la localisation des protéines Augmine en interphase. Un des moyens serait 
d’induire des faisceaux de microtubules par des traitements au taxol dans des lignées S2 ou 
dans les cellules de mammifères exprimant une sous-unité du complexe Augmine étiquetée 
GFP.
Cependant, cela n’exclut pas l’existence d’autres protéines d’ancrage des complexes 
de tubuline γ. Nous avons envisagé la protéine centrosomine (Cnn). En effet, chez S. pombe,
deux protéines d’ancrage des complexes de tubuline γ sur les microtubules cytoplasmiques 
ont été identifiées, mto1 et mto2 (Carazo-Salas and Nurse, 2006; Janson et al., 2005; 
Samejima et al., 2005; Sawin et al., 2004). Mto1 partage un domaine d’homologie d’environ 
60 acides aminés avec Cnn. Aucun homologue n’a été identifié pour mto2. Dans les cellules 
de drosophile en mitose, Cnn permettrait l’ancrage de la tubuline γ spécifiquement au 
centrosome (Terada et al., 2003). En effet, un traitement RNAi contre la Cnn conserve 
uniquement la localisation de la tubuline γ sur les microtubules du fuseau (Goshima et al.,
2007; Mahoney et al., 2006; Muller et al., 2006; Terada et al., 2003). Même si Cnn ne recrute 
pas la tubuline γ sur les microtubules en mitose, nous avons testé son rôle en interphase. 
D’après les premières expériences, Cnn est dispersée dans le cytoplasme des cellules S2 
interphasiques et n’est pas associée aux microtubules (C. Vérollet, données non publiées). 
Pour ces raisons, il est peu probable que Cnn exerce des fonctions similaires à mto1 chez la 
drosophile.
Le γ-TuRC a peut-être aussi la capacité de se lier directement aux microtubules. Dans 
ce cas là, la sous-unité du γ-TuRC impliquée est inconnue. 






Le γ-TuRC le long des microtubules pourrait jouer un rôle dans leur stabilisation ou 
dans la nucléation de nouveaux microtubules. 
D’une part, de nombreuses expériences proposent que les γ-TuRCs le long des 
microtubules agissent en tant que centres secondaires de nucléation. En interphase, chez les 
plantes et chez S. pombe, la tubuline γ a été localisée au niveau de jonctions de microtubules. 
Elle permet la nucléation de microtubules non-centrosomaux à partir de microtubules 
préexistants (Janson et al., 2005; Murata and Hasebe, 2007; Murata et al., 2005; Nakamura et 
al., 2010). Cette nucléation serait nécessaire à la formation de microtubules au niveau de sites 
éloignés du centrosome ou en absence de centrosome conventionnel. En mitose, le γ-TuRC
localisé le long des microtubules du fuseau ou du fuseau central, permettrait la nucléation de 
microtubules de novo pour amplifier de façon rapide et exponentielle le nombre de 
microtubules (Goshima et al., 2008; Luders et al., 2006; Mahoney et al., 2006; Uehara and 
Goshima, 2010; Zhu et al., 2008). 
D’autre part, chez les champignons, des expériences suggéraient déjà un rôle des 
complexes de tubuline γ dans la régulation de la dynamique des microtubules. Initialement, la 
tubuline γ a été identifiée lors d’un crible chez A. nidulans comme un suppresseur de la 
mutation de la tubuline β induisant une hyperstabilisation des microtubules (Oakley and 
Oakley, 1989). En interphase, dans les levures, l’expression de mutations pour les protéines 
des complexes de tubuline γ induit des microtubules cytoplasmiques longs et courbés 
suggérant qu’ils sont stabilisés. Pourtant ces microtubules sont hypersensibles aux drogues 
qui les déstabilisent (Fujita et al., 2002; Marschall et al., 1996; Paluh et al., 2000; Sobel and 
Snyder, 1995; Spang et al., 1996; Vardy and Toda, 2000; Venkatram et al., 2004; 
Zimmerman and Chang, 2005). Plus récemment, des expériences en temps réel ont montré 
qu’une mutation de l’orthologue de Dgrip84 ou la surexpression de son extrémité C-terminale 
induit une diminution des fréquences de catastrophes. Les microtubules continuent à croître 
jusqu’au cortex où ils courbent (Masuda et al., 2006; Zimmerman and Chang, 2005). De 
même, des expériences suggéreraient un rôle de la tubuline γ dans la dynamique des 
microtubules en mitose. Par exemple, dans un mutant de tubuline γ chez S. cerevisiae, les 
microtubules situés au niveau du bourgeonnement sont stabilisés par une diminution des 




(Cuschieri et al., 2006). De plus, dans les cellules animales et végétales, la tubuline γ est 
associée aux microtubules kinétochoriens qui sont très stables en métaphase (Drykova et al.,
2003; Ehrhardt and Shaw, 2006; Lajoie-Mazenc, 1994; Verollet et al., 2006). Les premières 
interprétations de cette localisation ont été de proposer un rôle stabilisateur de la tubuline γ
sur les microtubules du fuseau. L’ensemble de ces résultats suggèrent un rôle de la tubuline γ
et des protéines associées dans la dynamique des microtubules bien qu’il ne soit pas encore 
clair si cet effet est stabilisateur en fonction des modèles. 
La localisation du γ-TuRC le long des microtubules interphasiques chez la drosophile 
peut être spécifique de l’organisation du réseau de microtubules. En effet dans ces cellules, les 
microtubules ne sont pas organisés de façon radiaire à partir d’un centre organisateur unique 
(Raff, 2004). Comme dans les autres systèmes présentant une organisation non centrosomale 
tels que la levure S. pombe ou le réseau microtubulaire cortical chez les plantes supérieures, le 
γ-TuRC le long des microtubules pourrait agir comme centre de nucléation (Janson et al.,
2005; Murata et al., 2005). Mais, aucune donnée de la littérature ne décrit de points de 
branchements sur les microtubules interphasiques dans les cellules animales. Dans nos 
expériences, nous n’en avons pas observé non plus. Dans notre étude, plusieurs points de 
tubuline γ décorent un microtubule, même si certains coïncident avec des intersections de 
microtubules, cette configuration reste très rare. Etant donné l’organisation et le nombre élevé 
de microtubules, il n’est pas évident de déterminer si ces intersections correspondent à des 
débuts de nucléation ou à des croisements de microtubules dans l’espace. L’observation 
d’extrémités moins libres à proximité de la tubuline γ associée au microtubule est aussi très 
rare.
En mitose, au sein du fuseau, nos expériences d’immunofluorescence de la tubuline γ
révèlent la présence de nombreux points de tubuline γ le long des microtubules dans les 
cellules de mammifères et de drosophile. Le rôle des γ-TuRCs en tant que centres secondaires 
de nucléation ne peut pas expliquer la présence de tous ces points de tubuline γ. De plus, ils 
semblent difficile d’admettre que de la nucléation à partir de microtubules pre-existants pour 
réorganiser un réseau « acentrosomal » se fasse au niveau des microtubules astraux. En effet, 
sur les microtubules astraux, pour l’instant aucun branchements de petits microtubules ni 




D’après ces résultats, les points de tubuline γ le long des microtubules interphasiques 
et astraux et certains points au sein du fuseau ne sont pas impliqués dans la nucléation. Nous 
privilégions donc un rôle du γ-TuRC dans la dynamique de ces microtubules. 
Pour la première fois dans les cellules animales, nous avons analysé l’effet de la 
déplétion du γ-TuRC sur la dynamique des microtubules en interphase en utilisant des cellules 
S2 dans lesquelles la tubuline α est étiquetée GFP. La déplétion de Dgrip75 induit une 
augmentation de la population de microtubules « transitoires » dans la zone sous-corticale et 
une augmentation de la dynamicité des microtubules. Ces microtubules passent deux fois 
moins de temps dans un état de pause que les microtubules dans les cellules contrôles. Ils se 
désassemblent plus rapidement et plus fréquemment que les microtubules dans les cellules 
contrôles (augmentation des vitesses de décroissance et des fréquences de catastrophe). Le 
suivi d’irrégularité d’incorporation de la tubuline GFP dans les microtubules (zones sombres) 
a permis d’exclure la possibilité d’un effet indirect de la tubuline γ sur l’extrémité plus des 
microtubules qui serait dû à ses rôles dans la stabilisation ou l’ancrage de l’extrémité moins. 
En effet, aucune translocation du microtubule n’est observée. Il est probable qu’in cellulo, le 
γ-TuRC nuclée les microtubules mais qu’après nucléation, l’extrémité moins soit stabilisée 
par d’autres protéines comme par exemple la patronine (Goodwin and Vale, 2010). Nos 
données montrent une nouvelle fonction du γ-TuRC dans la stabilisation de l’extrémité plus 
des microtubules interphasiques dans les cellules de drosophile. De plus, nous avons mis en 
évidence une corrélation directe entre les points de tubuline γ le long du microtubule et le 
changement de dynamique observé d’un microtubule. 
Nous avons aussi montré l’implication du γ-TuRC dans la dynamique des 
microtubules astraux en mitose. Les microtubules astraux sont les microtubules mitotiques les 
plus faciles à suivre car ils sont individualisés et extérieurs à la masse de microtubules du 
fuseau. Malgré cette caractéristique, le suivi des microtubules astraux s’est révélé être plus 
difficile que pour les microtubules interphasiques car ils sont plus dynamiques (temps de vie 
d’environ 30 s comparé à plus de 200 s en interphase). De plus, la proximité du centrosome 
complique l’analyse car l’intensité d’immunofluorescence de la tubuline α-GFP y est très 
importante, empêchant de visualiser les microtubules astraux les plus courts. Globalement, la 
perte du γ-TuRC induit une augmentation de la dynamicité des microtubules. En absence de 
Dgrip75, les vitesses de croissance et décroissance sont augmentées et les microtubules 




obtenues en interphase mêmes si les effets sont moindres. Contrairement à l’interphase, on ne 
constate pas de modification de la fréquence de catastrophe. Ces différences entre interphase 
et mitose peuvent provenir de la difficulté technique de suivre les microtubules astraux très 
dynamiques. En effet, je ne peux suivre que les microtubules bien individualisés, ayant un 
temps de vie et une longueur minimale. Cette différence peut aussi découler de la présence de 
signaux mitotiques spécifiques comparés à l’interphase tels que la composition de la zone 
sous corticale. 
Nos expériences montrent que le γ-TuRC est impliqué dans la stabilisation des 
microtubules interphasiques et astraux dans les cellules S2. Il serait intéressant de déterminer 
si ce rôle peut être étendu aux autres populations de microtubules mitotiques. 
Ce rôle du γ-TuRC dans la dynamique est-il direct ou résulte-t-il d’un défaut de 
nucléation ? Pour s’affranchir le plus possible du rôle dans la nucléation, nous avons déplété 
les protéines spécifiques du γ-TuRC qui ne sont pas essentielles à l’assemblage du fuseau et à 
la nucléation des microtubules interphasiques. Si le γ-TuRC agissait comme « agent 
nucléateur », sa déplétion induirait une augmentation de la quantité de tubuline α/β soluble. 
Nous avons vérifié, par des analyses biochimiques que chez la drosophile la déplétion de  
Dgrip75 n’affecte pas de façon significative le ratio tubuline α/β soluble versus tubuline 
polymérisée suggérant que l’effet de l’inactivation du γ-TuRC sur la nucléation des 
microtubules est minoritaire. Ces données ont été confirmées par des analyses 
d’immunofluorescence réalisées par Rogers (Rogers et al., 2008). Cependant, on ne peut pas 
exclure une augmentation faible de la quantité de tubuline α/β soluble. Dans ce cas, cela 
devrait favoriser la polymérisation des microtubules par rapport à la dépolymérisation et ainsi 
induire des microtubules plus longs. Après déplétion de Dgrip75, aucun changement dans la 
longueur des microtubules au moins en interphase n’a été observé et les paramètres 
déterminés pour les phases de croissance (vitesses et temps) sont augmentés dans les même 
proportions que ceux calculés pour la décroissance. De plus, in cellulo la polymérisation des 
microtubules est moins sensible à la concentration de tubuline α/β libre que dans des 
expériences in vitro (Goodwin and Vale, 2010). En effet, in vivo la dynamique des 
microtubules à l’extrémité plus est essentiellement contrôlée par les protéines +TIPs. Par 
contre, une diminution de la nucléation pourrait expliquer l’effet de la tubuline γ sur la 
dynamique des microtubules chez S. pombe. En effet, dans les mutants de tubuline γ, en 




levure à fission sauvage. Cette perte de microtubules entraîne une augmentation significative 
de la quantité de tubuline α/β libre ce qui peut modifier directement la dynamique des 
microtubules. De plus, un crible RNAi sur les cellules S2 pour rechercher les protéines 
impliquées dans la nucléation acentrosomale dans le cytoplasme en anaphase, a mis en 
évidence que la déplétion de Dgp71WD ou Dgt5 (sous-unité du complexe Augmine) n’affecte 
pas le nombre de microtubules nucléés mais perturbe leur stabilité (Moutinho-Pereira et al.,
2009).
Tous ces résultats sont cohérents avec le fait que le γ-TuRC joue un rôle dans la 
dynamique des microtubules sans que ce soit une conséquence d’un déficit dans la nucléation. 
Nous proposons un modèle où les γ-TuRCs localisés le long des microtubules sont soit 
des centres de nucléation secondaires, soit des acteurs directs de la dynamique, soit des 
centres nucléateurs latents, qui peuvent affecter la dynamique des microtubules. Les γ-TuRCs
le long des microtubules peuvent être activés pour la nucléation pour augmenter rapidement le 
nombre de microtubules à un moment donné ou pour former des microtubules à des sites 
éloignés des centrosomes ou quand les centrosomes ne sont pas fonctionnels.  
Effectivement, en interphase chez les plantes supérieures, il a été clairement établi que 
la tubuline γ le long des microtubules est capable de nucléer des microtubules. En effet, 90% 
des évènements de nucléation à partir des microtubules se font au niveau d’un complexe de 
tubuline γ mais uniquement 25% des points de GCP2 ou GCP3 associés aux microtubules 
nucléent de nouveaux microtubules (Nakamura et al., 2010). Ces données confirment une 
hétérogénéité de fonction des points de tubuline γ le long des microtubules. 
1.5. MécanismesderégulationdeladynamiqueparleγTuRC
Une autre question est de déterminer par quels mécanismes le γ-TuRC peut réguler la 
dynamique des microtubules. En interphase, les expériences que nous avons réalisées, 
montrent que le γ-TuRC localisé le long des microtubules agit comme un signal de pause qui 
empêche le microtubule de dépolymériser. Cet état de pause peut être transitoire suivi d’un 
événement de croissance ou persister. Le γ-TuRC pourrait agir directement sur les 




diamètre, sa présence le long des microtubules pourrait modifier de façon stérique la courbure 
des protofilaments et arrêter la dépolymérisation du microtubule. L’encombrement serait 
encore plus important, si l’on prend en compte les protéines d’ancrage comme par exemple le 
complexe Augmine en mitose. Deuxièmement, le γ-TuRC le long des microtubules pourrait 
affecter la dynamique directement en modifiant la stabilité des liaisons entre les 
hétérodiméres de tubuline α/β, comme le fait une MAP stabilisatrice classique. Le γ-TuRC
pourrait aussi agir de manière indirecte en contrôlant l’assemblage de facteurs impliqués 
(+TIPs) dans la dynamique des microtubules comme l’ont suggéré les expériences chez les 
levures. Chez S. cerevisiae, l’expression d’un mutant de tubuline γ n’affecte pas la 
localisation de l’homologue de la +TIP APC au niveau de l’extrémité plus des microtubules 
astraux mais perturbe la stœchiométrie du complexe qu’il forme avec l’homologue d’EB1 
(Cuschieri et al., 2006). Chez S. pombe, la protéine Mto1p est responsable de la localisation 
des complexes de tubuline γ au niveau des microtubules cytoplasmiques et non du SPB. Dans 
les mutants Mto1p ou alp4 (Dgrip84), les microtubules cytoplasmiques sont anormalement 
longs et courbent au niveau du cortex au lieu de subir une catastrophe. Dans ces mutants, 
Tip1, l’homologue de la +TIP Clip170 qui empêche les catastrophes prématurées, est 
accumulée à l’extrémité des microtubules. De plus, les défauts au niveau des microtubules ne 
sont plus visibles dans un double mutant Mto1p/tip1. Une possibilité est que le γ-TuRC
directement ou indirectement régule la dissociation de tip1 à l’extrémité des microtubules. 
(Zimmerman and Chang, 2005). Dans les cellules de drosophile, nous avons observé une 
accumulation d’EB1 à l’extrémité plus des microtubules interphasiques après déplétion d’une 
protéine spécifique du γ-TuRC. Cette accumulation d’EB1 a été retrouvée après inhibition de 
GCP4, l’homologue de Dgrip75 dans les cellules Hela interphasiques (L. Haren, données non 
publiées de l’équipe). Aucune différence dans la localisation de +TIPs telles qu’EB1 n’a été 
mise en évidence au niveau des microtubules astraux. Néanmoins, une accumulation pourrait 
exister mais être difficile à détecter du fait de la longueur et de la dynamique importante de 
ces microtubules. De plus, la déplétion d’EB1 restaure les défauts de dynamique en interphase 
et les phénotypes mitotiques obtenus en absence de Dgrip75. Plusieurs hypothèses peuvent 
expliquer pourquoi le γ-TuRC associé aux microtubules peut empêcher la fonction des +TIPs. 
Il peut la perturber en contrôlant soit l’assemblage, soit le site de liaison à l’extrémité plus, 
soit le transport des +TIPs. Il serait intéressant de comparer le trafic des protéines motrices le 





Avant le début de mes travaux, il a été mis en évidence que l’inhibition des protéines 
spécifiques du γ-TuRC induit des anomalies dans la morphologie des fuseaux (distance 
interpolaire augmentée, diminution de la densité des microtubules) et dans la maturation des 
pôles sur des cellules fixées (Verollet et al., 2006). Ces résultats sont en accord avec les 
données obtenues par les cribles RNAi dans les cellules S2 qui montrent que la longueur du 
fuseau en métaphase est sensible aux perturbations de la dynamique des microtubules et de la 
cohésion des chromatides sœurs mais peu sensible aux modifications des forces 
« coulissantes » au niveau des microtubules (Goshima et al., 2007; Goshima et al., 2005). Les 
phénotypes obtenus après déplétion du γ-TuRC peuvent être expliqués par des défauts aussi 
bien dans la nucléation que dans la dynamique des microtubules. Des phénotypes similaires 
sont obtenus après déplétion du complexe Augmine, responsable de l’ancrage du γ-TuRC sur 
les microtubules (Goshima et al., 2008). Ceci suggère que ces phénotypes proviennent 
essentiellement d’une perturbation du rôle du γ-TuRC au niveau des microtubules et non du 
centrosome. Toujours dans le modèle de cellules de drosophile en culture, une étude en 
microscopie en temps réel m’a permis de préciser les phénotypes majeurs décrits lors de 
l’analyse en immunofluorescence et de révéler des phénotypes supplémentaires. J’ai confirmé 
après déplétion de Dgrip 75, un allongement de la durée de la mitose qui correspond à 
l’augmentation de l’index mitotique et une augmentation de la distance interpolaire. La perte 
du γ-TuRC induit aussi une augmentation de la taille des microtubules astraux et une rotation 
du fuseau anormale. Les mutants Dgrip75 ou Dgrip128 sont viables et les adultes mâles et 
femelles sont stériles (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). Ils présentent des défauts 
dans la segmentation de l’abdomen, dans l’implantation des soies et dans la posture des ailes 
(Verollet et al., 2006). Ces données suggèrent que ces deux gènes ne sont pas essentiels pour 
la nucléation des microtubules dans les cellules somatiques de la mouche mais semblent 
impliqués dans des fonctions spécialisées comme l’organisation ou l’ancrage des 
microtubules dans les cellules germinales (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). Nos 
résultats dans les cellules en culture mettent en évidence un rôle du γ-TuRC dans la 
dynamique des microtubules astraux et dans le positionnement du fuseau. Il serait intéressant 
d’évaluer ce rôle in vivo, et principalement dans les divisions asymétriques pour lesquelles un 




Les différentes études réalisées sur les complexes de tubuline γ mettent en évidence 
une complexité au niveau de leurs localisations et de leurs fonctions. En effet ces paramètres 
varient en fonction des protéines d’ancrage, de la phase du cycle, du type cellulaire, de 
l’espèce…
Aujourd’hui, nos expériences montrent que le γ-TuRC peut jouer en plus de son rôle 
dans la nucléation, un rôle dans la dynamique des microtubules. 
Comprendre comment la dynamique des microtubules est régulée et comment les 
microtubules interagissent avec les protéines qui les connectent au cortex est essentiel pour 
comprendre les mécanismes qui permettent le positionnement du fuseau dans la cellule. Les 
+TIPs qui régulent la dynamique des microtubules et les protéines motrices qui favorisent 
l’ancrage des microtubules au niveau du cortex cellulaire sont impliquées dans le 
positionnement du fuseau. 
Il serait intéressant de rechercher si les protéines du γ-TuRC jouent ce même rôle dans 
les cellules humaines. Si un tel rôle est confirmé, les protéines spécifiques du γ-TuRC, non 
essentielles mais impliquées dans la dynamique des microtubules et donc dans le 
positionnement du fuseau au sein de la cellule pourraient être essentielles dans les divisions 
asymétriques des cellules souches et ainsi constituer des marqueurs ou cibles prometteuses en 
oncologie (voir perspectives). 
2. Perspectives
2.1. Conséquences du rôle du γTuRC dans la dynamique des
microtubulessurlepositionnementdufuseau.
Nous avons montré par des approches de microscopie en temps réel que la déplétion 
d’une protéine spécifique du γ-TuRC dans les cellules S2 de drosophile 1) perturbe la 




mitotique. Comme les microtubules astraux participent à la liaison fuseau/cortex, une 
hypothèse est que les défauts de positionnement du fuseau seraient une conséquence d’un 
changement de dynamique de ces microtubules. Notre étude a été réalisée dans les cellules S2 
qui sont non polarisées. 
Il serait intéressant d’approfondir les conséquences de la modification de la 
dynamique des microtubules sur l’orientation du fuseau mitotique dans un système polarisé. 
Pour cela, deux modèles d’études sont envisagés: 1) in cellulo : un système cellulaire polarisé 
et 2) in vivo : les cellules capables de se diviser asymétriquement. 
2.1.1. Etude du rôle du γTuRC dans les cellules S2 où la polarité est
induite.
Les cellules de drosophile en culture utilisées dans nos expériences ne possèdent pas 
de marqueurs intrinsèques de polarité. Johnston et al. ont développé une méthode pour induire 
une polarité corticale dans la lignée cellulaire S2 (Johnston et al., 2009). Pour cela, il est 
nécessaire d’introduire dans ces cellules un marqueur cortical fluorescent qui va se localiser 
d’une manière asymétrique. L’expression de la protéine Echinoid (Ed) permet d’induire des 
adhésions cellules-cellules et restreint la localisation de la protéine Ed au niveau des sites de 
contacts (création d’un croissant cortical). Ce système a été initialement développé pour 
préciser le rôle et les domaines de protéines impliqués dans l’orientation du fuseau. Dans les 
neuroblastes de drosophile, l’alignement du fuseau implique la localisation au niveau apical 
de certaines protéines comme « atypical protein kinase » (aPKC), Inscuteable, Partner of 
Inscuteable (Pins; LGN/AGS3 chez les mammifères) et « Mushroom body defect » (Mud, 
NuMA chez les mammifères) (Knoblich, 2008). Ces différentes protéines fusionnées à Ed ont 
été exprimées dans les cellules S2 pour tester leurs capacités à induire l’orientation du fuseau. 
Nous possédons les constructions qui permettent d’orienter le fuseau (par exemple, Ed :Pins 
TPR+linker :GFP (forme active de Pins)). Ce système de polarité induite nous permettra de 
tester si les protéines spécifiques du complexe γ-TuRC participent à l’orientation correcte du 
fuseau. Nous étudierons l’orientation du fuseau après déplétion de Dgrip75 dans les cellules 
S2 pour lesquelles une polarité a été induite. L’angle entre le fuseau et le croissant de Pins 
sera déterminé après immunomarquage de la tubuline α. Nous pourrons compléter l’étude en 
analysant l’orientation du fuseau après co-déplétion de Dgrip75 et une +TIP (en particulier 
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Figure 32: Cycle de vie de la drosophile et localisation des divisions asymétriques au cours du 
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Figure 33 : Polarité dans les neuroblastes de drosophile. Localisation des principales protéines impliquées 
dans la polarité.(a) Dans les neuroblastes, les complexes Par3/Par6/aPKC, Inscuteable, la protéine Gαi, et leurs 
régulateurs Pins et Mud se localisent au niveau apical. Au cours de la mitose, ils dirigent l'orientation du fuseau  
et la localisation asymétrique des déterminants cellulaires (Numb,Prospero et BRAT) et de leurs protéines adapta-
trices (PON (Partner of Numb) et Miranda) au niveau basal. (c) Après la mitose, les déterminants cellulaires 





complexes tubuline γ in vivo, en particulier lors des divisions asymétriques où le 
positionnement du fuseau est déterminant. 
2.1.2. EtudedurôleduγTuRCdanslesdivisionsasymétriques
La drosophile est un insecte holométabole. Au cours du développement et de la vie 
adulte, on observe des divisions asymétriques (Figure 32). 
L’asymétrie de la division cellulaire peut provenir soit d’une répartition asymétrique 
des déterminants intrinsèques à la cellule (comme pour les neuroblastes et les cellules pI 
appelées aussi précurseurs des organes sensoriels), soit de placement dissymétrique des deux 
cellules filles dans un microenvironnement qui fournit des signaux de différenciation (tels que 
les cellules souches germinales (CSG). Nous déterminerons si le γ-TuRC participe à 
l’orientation du fuseau dans les modes divisions asymétriques intrinsèques ou extrinsèques. 
2.1.2.1. Les divisions asymétriques dans les neuroblastes de
drosophile
Les mutants de Dgrip75 sont viables et très peu présentent de l’aneuploïdie mais leur 
mortalité est précoce et des anomalies du comportement sont observées (Verollet et al., 2006). 
L’observation des cerveaux de larves L3 de ces mutants indique une augmentation de 3 à 4 
fois de l’index mitotique avec une accumulation des cellules en prométaphase par rapport au 
type sauvage (Verollet et al., 2006). L’augmentation du temps passé en métaphase pourrait 
résulter d’anomalies du fuseau mitotique. Cependant, l’analyse par immunofluorescence des 
neuroblastes mutants Dgrip75 ne révèle pas de gros défauts dans la morphologie des fuseaux 
(Verollet et al., 2006). D’après nos résultats dans les cellules S2, nous rechercherons si les 
neuroblastes de mutants de Dgrip75 présentent des défauts dans l’orientation du fuseau.
Dans les neuroblastes de drosophile, le fuseau s’aligne le long de l’axe apico-basal 
permettant ainsi la séparation des déterminants de façon asymétrique et la génération de deux 
cellules filles différentes : un nouveau neuroblaste et une petite cellule basale appelée cellule 
ganglionnaire mère (GMC, Ganglion Mother Cell) qui va se différencier en neurone ou 
cellule gliale (Cabernard and Doe, 2009). La division asymétrique des neuroblastes implique 
la ségrégation des déterminants cellulaires localisés au niveau basal dans la GMC (Figure 33). 
La localisation asymétrique de ces déterminants en mitose est contrôlée par des complexes 
protéiques localisés apicalement en fin d’interphase/début prophase (Knoblich, 2010). La 
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Figure 34: Rôle de l'orientation du fuseau mitotique au cours des divisions asymétriques. Une mauvaise 
orientation du fuseau mitotique entraîne une mauvaise ségrégation des déterminants cellulaires et des problè-
mes dans le destin des cellules-filles.
Discussionetperspectives
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ségrégation des protéines basales est aussi réalisée par les suppresseurs de tumeur, Disc Larg 
(Dlg), Lethal giant larvae (Lgl) et Scribble (Scrib). Cette dissymétrie corticale assure le 
positionnement correct du fuseau par un mécanisme qui implique un dialogue entre les 
microtubules astraux et le cortex. Pour ce dialogue, deux complexes protéiques seraient 
impliqués dans les neuroblastes. Premièrement, la kinésine Khc73 qui se localise au niveau 
des microtubules astraux et qui est capable de se lier au complexe Dlg/Pins (Siegrist and Doe, 
2005). Deuxièmement, le complexe dynéine/dynactine qui serait recruté par Mud/Gα/Pins au 
niveau apical, exercerait des forces de traction sur les microtubules pour maintenir un 
centrosome au niveau apical (Bowman et al., 2006; Izumi et al., 2006; Siller et al., 2006; 
Siller and Doe, 2008). Cependant, dans ces cellules, l’interaction entre le complexe 
dynéine/dynactine et Mud n’a pas encore été prouvée. Des données complémentaires 
montrent qu’une perturbation des microtubules astraux affecte le positionnement du fuseau. 
Dans les neuroblastes mutants pour la protéine centriolaire Dsas4, 50% des métaphases 
présentent des défauts d’alignement avec le croissant apical. Dans ces neuroblastes, 15% des 
métaphases se divisent perpendiculairement à l’axe apico-basal conduisant à une division 
symétrique et l’obtention de deux neuroblastes (Basto et al., 2006) (Figure 34). Des défauts 
d’orientation du fuseau sont aussi observés dans les mutants présentant des centrosomes non 
fonctionnels et peu de microtubules astraux (mutant asterless ou centrosomine) (Giansanti et 
al., 2001; Lucas and Raff, 2007; Megraw et al., 2001). 
Les γ-TuRCs étant impliqués dans la dynamique des microtubules astraux, nous 
déterminerons l’effet de l’absence de γ-TuRC sur la division asymétrique des neuroblastes de 
larves de drosophile. La position du fuseau par rapport à la localisation des marqueurs de 
polarité (comme Pins) dans les neuroblastes des mutants Dgrip75-/- (Verollet et al., 2006) 
sera étudiée par immunofluorescence.  
Par la suite, le déroulement et le devenir de ces divisions asymétriques pourront être 
suivis en temps réel dans des drosophiles exprimant un marqueur de microtubule-mCherry et 
un marqueur de polarité basal-GFP. Cette lignée pourra être construite ou demandée à 
l’équipe de C. Doe (Université d’Oregon) qui possède des mouches m-Cherry::Jupiter et 
GFP::Miranda.
Ces expériences nous permettront de mieux comprendre le rôle du γ-TuRC dans les 




De plus, ces études sur les neuroblastes, cellules souches du système nerveux central 
chez la drosophile, pourront avoir des applications en cancérologie. Plusieurs études ont 
montré le rôle important du maintien de la polarité et de la fonctionnalité du centrosome au 
sein des neuroblastes, des altérations pouvant entraîner des surproliférations des neuroblastes. 
Dans ce modèle, il a été montré que des mutations affectant les gènes suppresseurs de tumeurs 
Lgl, Dlg et Scrib ou les gènes codant les déterminants cellulaires induisaient des 
transformations néoplasiques des cellules (Knoblich, 2010). Des expériences de 
transplantation de cerveaux larvaires soit mutés pour des gènes impliqués dans la polarité au 
cours de la division asymétrique des neuroblastes, soit exprimant des centrosomes 
surnuméraires, ont montré le développement de tumeurs de cent fois la taille de l’implant, 
dans l’abdomen de la mouche hôte (Basto et al., 2008; Caussinus and Gonzalez, 2005). De 
plus, dans les mutants mud, les complexes apicaux et basaux, bien que correctement localisés, 
ne sont pas toujours ségrégés correctement et des neuroblastes sont générés en excès 
(Bowman et al., 2006). Ces résultats montrent qu’une mutation affectant l’orientation du 
fuseau perturbe la prolifération des neuroblastes. 
2.1.2.2. LesdivisionsasymétriquesdanslescellulespI
Nous pourrons aussi étudier le rôle du γ-TuRC dans les cellules pI de drosophile. 
Les cellules pI sont notamment présentent sur le thorax dorsal (notum) de la pupe de 
drosophile. Ces cellules se divisent le long de l’axe antéro-postérieur. Le plan de division est 
incliné le long de l’axe apico-basal (David et al., 2005). Lorsque la cellule pI se divise, elle 
donne naissance à une cellule antérieure pIIb plus petite, et toujours plus basale que la cellule 
postérieure pIIa. Ces deux cellules sont à l’origine de différentes parties de l’organe sensoriel 
(Knoblich, 2008). Dans ces cellules, l’orientation du fuseau est contrôlée par deux activités : 
une activité dépendante de Frizzled (récepteur transmembranaire) au pôle postérieur et une 
dépendante de Pins au pôle antérieur (Bellaiche et al., 2001; David et al., 2005). 
2.1.2.3. Les divisions asymétriques dans les cellules souches
germinales(CSGs)
Les mutants Dgrip75 viables présentent une stérilité mâle et femelle. Nous allons 
rechercher si ce phénotype résulte de problèmes dans les divisions asymétriques des CSGs au 




Contrairement aux neuroblastes, dans les CSGs, la division asymétrique provient de 
signaux extérieurs. Les CSGs de drosophile sont physiquement attachées par des jonctions 
adhérentes à des cellules somatiques (appelées niches). Ces niches sécrètent des signaux 
permettant de contrôler l’identité des cellules souches voisines. Dans les deux sexes, la 
division cellulaire des CSGs se fait perpendiculairement à l’interface avec la niche. Une 
cellule fille va donc hériter des jonctions adhérentes et rester en contact avec la niche tandis 
que l’autre cellule fille va perdre le contact avec la niche et se différencier (Yamashita and 
Fuller, 2008).
Les CSGs mâles se divisent perpendiculairement au Hub (groupe de cellules 
somatiques-niches). Au niveau de l’interface CSG-Hub, il y a un enrichissement des 
protéines : DE-cadherine (la cadhérine épithéliale chez la mouche) et Armadillo (la β-catenine
de drosophile). Ces protéines vont former une plate-forme d’ancrage pour la localisation de la 
protéine apc2, un des homologues de drosophile du gène suppresseur de tumeur Adenomatous
Polypoposis Coli (APC) chez les mammifères. Les protéines APC ont la capacité de 
s’associer aux microtubules et de réguler leur dynamique. Cette +TIP va permettre d’ancrer 
les microtubules astraux au cortex et ainsi orienter le fuseau (Yamashita et al., 2003). Dans 
les CSGs mâles mutantes pour apc2 ou pour la centrosomine, 30% des fuseaux ne s’alignent 
pas correctement par rapport au Hub et se divisent de façon symétrique ce qui augmente la 
population de CSGs (Yamashita et al., 2003). Une hypothèse est que la perte du γ-TuRC
engendre des défauts similaires en modifiant la dynamique des microtubules astraux. Nous 
observerons donc l’orientation des fuseaux des CSGs au contact du Hub dans les mutants 
Dgrip75. Pour cela, nous exprimerons la tubuline α-GFP spécifiquement dans les cellules 
germinales précoces par le système Gal4/UAS (Van Doren et al., 1998). 
Contrairement aux CSGs mâles, dans les CSGs femelles, l’étude des mutants Dsas4
suggèrent que les centrosomes et donc l’intégrité du réseau de microtubules astraux ne sont 
pas indispensables pour l’orientation des fuseaux et la division asymétrique (Stevens et al.,
2007). La stérilité femelle semble provenir de défauts dans des stades plus tardifs de 
l’ovogenèse (Schnorrer et al., 2002; Vogt et al., 2006). 
Ces expériences permettront d’aborder le rôle du γ-TuRC in vivo et en particulier au 
niveau de l’orientation du fuseau. Les protéines du γ-TuRC non essentielles dans les cellules 






Nous avons mis en évidence que le γ-TuRC localisé sur microtubules interphasiques et 
astraux dans les cellules de drosophile influence la dynamique de ces réseaux de 
microtubules. Cependant, le mécanisme par lequel le γ-TuRC peut réguler la dynamique des 
microtubules reste encore incompris. Nos expériences ont permis de proposer quelques 
éléments de réflexion 1) le γ-TuRC pourrait réguler la dynamique des microtubules en 
agissant sur l’équilibre des complexes liés à EB1, 2) en interphase, le γ-TuRC joue un rôle de 
signal anti-catastrophe. Des expériences in vitro pourraient nous aider à décortiquer le 
processus. Il serait intéressant de déterminer la localisation des γ-TuRCs, d’analyser l’effet de 
ce recrutement sur la dynamique des microtubules et de préciser le rôle d’EB1 dans ce 
processus. Pour cela, nous devons développer un système reconstitué in vitro.
Wiese et Zheng ont réalisé des expériences de nucléation des microtubules in vitro en 
présence de γ-TuRCs de xénope marqués avec une protéine fluorescente (Wiese and Zheng, 
2000). Dans 50% des microtubules nucléés, le γ-TuRC est associé à l’extrémité du 
microtubule. Dans ces cas, l’élongation du microtubule se fait uniquement à l’extrémité libre 
du microtubule contrairement aux microtubules sans γ-TuRC qui sont capables de 
polymériser aux deux extrémités. Le γ-TuRC a aussi été mis en évidence le long du 
microtubule dans 5% des microtubules nucléés. Sur ces microtubules, la présence du γ-TuRC
n’empêche pas l’élongation du microtubule aux extrémités. Ces résultats montrent que le γ-
TuRC a une affinité importante avec l’extrémité moins des microtubules mais il est aussi 
capable de s’associer le long des microtubules (1/10ème des cas). In vivo, le γ-TuRC s’associe 
le long des microtubules en interphase et en mitose. Dans la cellule, cette localisation est 
dépendante de protéines d’ancrages comme le complexe Augmine en mitose chez les 
mammifères et chez la drosophile (Goshima et al., 2008; Uehara et al., 2009). In vitro, la 
faible proportion de γ-TuRC lié aux microtubules peut provenir de l’absence de protéine 
d’ancrage. L’ajout d’extrait cytoplasmique pourrait suffire à fournir ces protéines. Pour 
répondre à cela et se rapprocher des observations in cellulo, nous utiliserons un système in
vitro avec des complexes de tubuline γ isolés de drosophile. Oegema et al. ont montré la 
faisabilité de la purification des complexes de tubuline γ à partir d’embryons de drosophile 
par immunoaffinité (Oegema et al., 1999). De plus, la composition des complexes de tubuline 




les cellules S2. La seule différence mise en évidence est la présence d’un variant d’épissage 
de Dgrip84 (Wiese, 2008). Tout d’abord, nous étudierons la localisation du γ-TuRC in vitro.
Nous exprimerons, dans des mouches, la tubuline γ-GFP sous le contrôle du promoteur 
endogène. Puis nous purifierons les complexes associés à la tubuline γ fluorescente ce qui 
facilitera par la suite l’analyse de la localisation du complexe. La localisation pourra aussi être 
vérifier par immunomarquage de la tubuline γ. Les γ-TuRCs purifiés seront incubés avec de la 
tubuline α/β de cerveaux bovins purifiée et marquée à la rhodamine en absence ou en 
présence d’extraits cytoplasmiques d’embryon de drosophile. Par la suite, nous filmerons les 
microtubules par microscopie à fluorescence pour déterminer leurs paramètres dynamiques. Si 
le bruit de fond de la fluorescence de la tubuline α/β soluble empêche une visualisation 
correcte des microtubules nous utiliserons en parallèle de la microscopie interférentiel 
différentiel (VE-DIC) (Vitre et al., 2008). L’expérience sera réalisée dans les conditions où le 
γ-TuRC se lie le long des microtubules ou en absence de γ-TuRC. La comparaison de ces 
paramètres permettra de connaître l’effet du γ-TuRC sur la dynamique des microtubules. Si la 
présence du γ-TuRC affecte les paramètres dynamiques des microtubules, la première 
question sera de déterminer par quel mécanisme. Une hypothèse est que le γ-TuRC modifie la 
structure des microtubules. Des expériences de microscopie électronique révèlent 
majoritairement des microtubules constitués de 13 protofilaments dans les cellules en absence 
de Dgrip75 comme dans les cellules contrôles (Verollet et al., 2006). Par contre, le γ-TuRC
pourrait modifier l’extrémité plus des microtubules. La structure de l’extrémité du 
microtubule en absence ou en présence du γ-TuRC sera étudiée par cryomicroscopie 
électronique (Vitre et al., 2008). In vitro, la +TIP EB1 a été impliquée dans la régulation de la 
dynamique des microtubules et la fermeture des feuillets de microtubules (Sandblad et al.,
2006; Vitre et al., 2008). In vivo, les défauts de dynamiques induits par la déplétion du γ-
TuRC sont restaurés par l’inhibition d’EB1 (Bouissou et al., 2009)et en absence de γ-TuRC,
EB1 s’accumule à l’extrémité plus des microtubules interphasiques. Pour comprendre le 
mécanisme par lequel Dgrip75 et EB1 pourraient participer à la régulation de la dynamique, la 
structure de l’extrémité des microtubules pourra être étudiée au cours d’expériences de 
compétition entre le γ-TuRC et EB1. Dans ce système d’autres protéines impliquées dans la 
dynamique des microtubules pourront être testées : les autres +TIPs et les protéines motrices 






Dans les cellules somatiques, l’assemblage du fuseau fait intervenir au moins trois 
mécanismes : 1) la nucléation des microtubules à partir du centrosome principalement via la 
tubuline γ 2) la nucléation des microtubules à partir de la chromatine qui implique un 
mécanisme dépendant de la protéine Ran. Les données chez le xénope mettent en évidence un 
rôle de la tubuline γ dans ce processus (Groen et al., 2004; Wilde and Zheng, 1999). 3) 
l’amplification ou la stabilisation des microtubules au niveau du fuseau grâce à la présence du 
complexe Augmine/γ-TuRC. La tubuline γ sous forme de complexe semble impliquée dans 
ces différents mécanismes. La contribution de chacun de ces trois mécanismes varie en 
fonction des types cellulaires et des organismes. 
Les protéines spécifiques du γ-TuRC dans les cellules S2 ne sont pas essentielles à la 
formation d’un fuseau bipolaire (Verollet et al., 2006). En absence de ces protéines, les 
microtubules astraux sont toujours présents et le γ-TuSC est toujours recruté au centrosome, 
ce qui suggère que le γ-TuSC au niveau des pôles constitue le complexe minimum pour la 
nucléation. Par contre, l’organisation de la tubuline γ en γ-TuRC est essentielle pour le 
recrutement au niveau des microtubules. Dans le cas où la fonction centrosomale est 
perturbée, une hypothèse est que les autres mécanismes d’assemblage des microtubules 
compensent ce déficit. Dans ce cas, le rôle du γ-TuRC au niveau des microtubules mitotiques 
peut devenir crucial. 
Il serait intéressant d’étudier le rôle des protéines du γ-TuRC dans des mitoses où la 
fonction du centrosome est défectueuse. La perturbation de l’activité centrosomale peut 
provenir de l’absence ou au contraire d’un nombre surnuméraire de centrosome. 
Dans les cellules acentrosomales (cellules en culture, cellules méiotiques), un fuseau 
bipolaire fonctionnel est tout de même assemblé. L’étude du complexe d’ancrage du γ-TuRC : 
Augmine, dans des cellules sans centrosome, peut amener à comprendre le rôle du γ-TuRC le 
long des microtubules. Les résultats obtenus concernant le rôle de l’Augmine dans des 
divisions acentrosomales ne semblent pas clair. L’inhibition simultanée de la tubuline γ au 
centrosome (RNAi centrosomine) et au fuseau (RNAi Wac) provoque des défauts 
d’assemblage du fuseau (absence de structure bipolaire) dans les cellules S2 (Meireles et al.,
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Figure 35: Organisation des microtubules au cours de la mitose dans les cellules S2 ou 
Dsas4-70. L'immunomarquage de la tubuline α permet de visualiser l'organisation des microtubu-
les à différents stades de la mitose. Les cellules mitotiques sont repérées grâce à  l'anticorps dirigé 
contre H3P (histone H3 phosphorylée) (non illustré). Dans les cellules acentriolaires Dsas4-70, la 
morphologie du réseau de microtubules dans les stades précoces est perturbée avant d'atteindre 
une organisation bipolaire anastrale. 
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2009). Par contre, dans un mutant du gène codant la protéine Wac, au cours de la méiose 
femelle (division acentrosomale), un fuseau bipolaire se forme et la densité des microtubules 
n’est que faiblement diminuée. Pour mieux comprendre ces résultats, nous étudierons le rôle 
des complexes de tubuline γ dans des cellules de drosophile acentriolaires dont le gène Dsas4
est muté. Chez la drosophile, les mutants Dsas4-/- sont viables mais ne présentent pas de cils 
et de flagelles. Le manque de cils dans les neurones sensoriels entraîne la mort prématurée 
après la naissance (Basto et al., 2006). Ces mutants perdent rapidement et définitivement leur 
centrosome mais les divisions cellulaires ne semblent pas sévèrement affectées. A. Debec et 
A. Guichet (Institut Jacques Monod) ont généré, à partir de ces mutants, différentes lignées 
cellulaires. Le statut Dsas4-/- de ces cellules a été vérifié par PCR. L’absence de centrosome a 
été validée par immunofluorescence sur trois lignées disponibles Dsas4-70, Dsas4-131, 
Dsas4-127 (expériences réalisées par A. Delmas et l’équipe d’A. Guichet). Ces lignées 
possèdent un index mitotique comparable aux cellules S2 (entre 1,1 et 1,7%) par contre leur 
répartition dans les phases du cycle est différente. En absence de centrosomes, les cellules 
passent plus de temps dans les stades précoces de la mitose. Par exemple, 30% des cellules 
acentriolaires Dsas4-/- mitotiques se trouvent en prophase contre 13% dans les cellules S2. La 
morphologie du réseau de microtubules des stades précoces est aussi perturbée (Figure 35). 
Premièrement en prophase, dans les cellules S2 centrosomales, les microtubules sont 
organisés à partir de deux points dans le cytoplasme alors que dans les cellules acentriolaires, 
on ne détecte pas d’asters de microtubules mais une augmentation de la densité des 
microtubules autour de l’enveloppe nucléaire. Deuxièmement, en prométaphase tandis que 
dans les cellules S2, un fuseau bipolaire est déjà organisé avec des faisceaux de microtubules 
connectant les pôles aux chromosomes, dans les cellules acentriolaires l’organisation est 
hétérogène avec peu de fuseaux bipolaires et la présence de quelques faisceaux émanant de la 
chromatine. Dans les stades plus tardifs, les figures mitotiques atteignent une organisation 
bipolaire mais sans microtubules astraux et avec des pôles moins bien focalisés. De plus des 
expériences de renucléation des microtubules après désassemblage au froid mettent en 
évidence une renucléation au niveau de la chromatine dans les cellules acentriolaires, 
processus moins efficace que la nucléation centrosomale. 
L’ensemble de ces résultats suggèrent que les mécanismes impliqués dans 
l’assemblage du fuseau dans les cellules acentriolaires diffèrent de ceux présents dans des 
cellules centrosomales. Nous nous intéresserons au rôle des complexes de tubuline γ dans ces 




fuseau, capacité de renucléation) induits par l’inhibition de la tubuline γ ou Dgrip75 par RNAi 
dans les lignées Dsas4-/- seront comparés entre eux et avec ceux obtenus dans les cellules S2. 
Ceci nous permettra de déterminer le rôle des protéines associées à la tubuline γ dans des 
mécanismes d’assemblage de fuseaux acentrosomaux. 
Les défauts d’activité centrosomale peuvent aussi provenir d’une accumulation de 
centrosomes au sein d’une cellule. La présence d’extra-centrosomes est retrouvée dans de 
nombreuses cellules tumorales (Nigg, 2002). Les cellules possédant des centrosomes 
surnuméraires ont la capacité de former des fuseaux bipolaires mais pour compenser la 
présence de centrosomes multiples, un phénomène appelée « clustering » permet leur 
réunification en deux pôles (Ganem et al., 2009). 
Un crible RNAi a été réalisé dans les cellules S2 tétraploïdes pour déterminer les 
acteurs du « clustering » (Kwon et al., 2008). La kinésine 14, Ncd constitue le hit le plus fort 
du crible. Ce moteur qui se dirige vers l’extrémité moins des microtubules permet la 
focalisation des faisceaux de microtubules au niveau des pôles. De même, son homologue 
humain HSET est impliqué dans le « clustering » des centrosomes dans les cellules 
cancéreuses. La déplétion de HSET, induit sélectivement la mort des cellules cancéreuses à 
multiples centrosomes comparé à celles présentant deux centrosomes (Kwon et al., 2008). Ces 
résultats montrent qu’une protéine non essentielle dans les cellules « normales » comme Ncd 
peut devenir indispensable à la survie des cellules possédant des centrosomes surnuméraires. 
De plus, une interaction génétique entre Ncd et la tubuline γ a été mis en évidence dans trois 
organismes différents (drosophile, S. pombe, A. nidulans) (Endow and Komma, 1998; 
Prigozhina et al., 2004; Rodriguez et al., 2008). Récemment, un autre crible RNAi a été 
réalisé dans des cellules cancéreuses présentant des centrosomes surnuméraires pour identifier 
les protéines impliquées dans la prévention de la multipolarité. Trois sous-unités du complexe 
Augmine (Haus6, Haus3 et HEI-C) ont été identifiées comme nécessaires pour le 
« clustering » des centrosomes (Leber et al., 2010). Ces données sont à prendre avec 
précaution car la déplétion des sous-unités du complexe Augmine dans les cellules avec deux 
centrosomes induit une fragmentation des centrosomes (Lawo et al., 2009; Zhu et al., 2008). 
Cependant, le complexe Augmine étant le complexe d’ancrage du γ-TuRC le long des 
microtubules, ceci pourrait suggérer que le γ-TuRC participe au « clustering » des 
centrosomes. Nous allons vérifier ces hypothèses en étudiant le rôle du γ-TuRC dans le 




Nous utiliserons comme modèle les cellules S2 tétraploïdes (Kwon et al., 2008). Dans cette 
lignée, 50% des cellules possèdent des extra-centrosomes, mais 95% forment des fuseaux 
bipolaires. Des lignées surexprimant la kinase plk4 qui régule la duplication des centrioles 
pourront être aussi étudiées (Basto et al., 2008). Nous élargirons ensuite l’étude du le rôle du 
γ-TuRC dans des cellules de mammifères comme par exemple les cellules murines N1E-115 
(100% des cellules possèdent des centrosomes multiples) ou les cellules MDA-MB231 (50% 
des cellules avec des extra-centrosomes). 
Si les protéines du γ-TuRC se révèlent essentielles dans les mécanismes d’assemblage 
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RESUME
Les microtubules sont des polymères dynamiques, essentiels à la division cellulaire. 
Ils sont souvent organisés à partir du centrosome où se localise la tubuline 	
 Cette protéine 
joue un rôle important dans la nucléation des microtubules. Elle est présente sous forme de 
deux complexes: un petit complexe (	-TuSC) essentiel à la viabilité et à l’assemblage d’un 
fuseau bipolaire fonctionnel et un complexe d’organisation supérieure (	-TuRC) nécessaire au 
déroulement optimal de la mitose. L’objectif de ma thèse a été de caractériser le rôle des 
protéines spécifiques du 	-TuRC. La stratégie a consisté à inhiber ces protéines « non 
essentielles » par RNAi dans les cellules de drosophile en culture et à analyser les 
conséquences sur l’organisation et la dynamique du cytosquelette. 
En interphase, et pour la première fois chez les métazoaires, j’ai mis en évidence un 
rôle du 	-TuRC dans la dynamique des microtubules. Localisé le long des microtubules, ce 
complexe agit comme un facteur stabilisateur. 
En mitose, le 	-TuRC est présent sur tous les types de microtubules y compris sur les 
microtubules astraux. La déplétion du 	-TuRC induit des défauts de positionnement du 
fuseau. Ces anomalies sont corrélées à une modification des propriétés dynamiques des 
microtubules astraux qui participent à la liaison fuseau/cortex. 
L’ensemble de mes résultats démontre que le 	-TuRC participe à la régulation de la 
dynamique des microtubules en interphase et en mitose. Ce rôle permettrait au complexe 
d’être impliqué dans des fonctions non-centrosomales, comme l’organisation de sous-réseaux 
de microtubules ou le positionnement du fuseau. 
ABSTRACT 
Microtubules are highly dynamic polymers, essential in cell division. They are often 
organized from the centrosome where the protein 	-tubulin plays an important role in 
microtubule nucleation. 	-tubulin acts within two main complexes: a small 	-tubulin complex 
(	-TuSC) is essential for viability and assembly of a functional spindle, and a larger complex 
(	-TuRC) is required for efficient mitotic progression. The role of 	-TuRC-specific proteins is 
not well defined. Using RNAi-mediated depletion in Drosophila S2 cells, I studied the 
function of these non-essential 	-TuRC proteins in microtubule organisation and dynamics.  
In interphase, I show for the first time that 	-TuRCs, localized along microtubules, 
regulate microtubule dynamics, acting as pause factors.  
In mitosis, 	-TuRCs are associated with all microtubule subsets, including astral 
microtubules. The loss of 	-TuRCs alters astral microtubule dynamics, correlated with spindle 
positioning defects. 
Together, these results demonstrate that 	-TuRCs regulate microtubule dynamics in 
interphase and in mitosis. We propose that 	-TuRCs are essential to mediate non-centrosomal 
functions such as organization of cell type-specific microtubule networks or spindle 
positioning.  
